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RESUMEN

Ei copépodo calanoide marino Acartia californiensis es un zoopianctonte endemico.
dominante y restringido a estuarios y lagunas costeras de [a costa nororiental del Pacifico. No
existen reportes de adultos en mar abierto. En este trabajo de tesis se presentan los resuitados de
la estructura genética determinada por [a técnica de variantes alélicas de enzimas y el analisis
molecular por secuenciacion det ADN mitocondrial de poblaciones localizadas en costas de Oregon
y California, EUA, y Baja California y Baja California Sur, México.

Para el andlisis alozimatico por microelectroforesis vertical en gel de poliacrilamida se
realizaron dos experimentos. Uno preliminar entre dos poblaciones cercanas: Mission Bay y Estero
Punta Banda. El otro se hizo extensivo a otras poblaciones registradas de ia especie: Yaquina Bay,
San Francisco Bay, Marina del Rey, San Pedro Bay, Sunset Beach Marina, Newport Bay, San
Quintin, Laguna Qjo de Liebre, Laguna de Guerrero Negro y Bahia de La Paz, incluyendo las del
primer experimento. De doce sistemas enzimaticos ensayados, tas poblaciones de A. californiensis
revelaron patrones de bandeo confiables para cuatro sistemas con cuatro loci {APK, EST, G6POH y
PGl}, de los cuales solo PGI-1 fue polimorfico para las doce poblaciones. El dendrograma {UPGMA)
generado con la distancia modificada de Rogers presentd una correlacion cofenética de 0.91,
pudiendo identificar cinco grupos [1(Yaquina Bay, Laguna Ojo de Liebre, La Paz), 2(Marina del Rey,
San Pedro Bay, Newport Bay, Mission Bay, Estero Punta Banda), 3(Sunset Beach Marina,Bahia de
San Quintin), 4(San Francisco Bay) y 5(Laguna de Guerrero Negro})]. La prueba de Mantel no
mostrd ser significativa en la correlacion de la distancia genética y geografica. El analisis de
correlacion canénica resuito significativo sélo entre las frecuencias alelicas y la salinidad in situ.

En el analisis molecular se usaron los iniciadores universales LCO1490:
5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3' y HCO2198: 5'-taaacttcagggtgaccaaaaaatca-3' para amplificar por
reaccion en cadena de la polimerasa un fragmento de 710 bp del gene ADN mitocondriat citocromo-
oxidasa ¢ subunidad | {(COIl). Los datos de la secuenciacion del ADNmt (660 bp) fueron obtenidos
de 2-5 individuos adultos por poblacién usando un autosecuenciador ABI 373 y siguiendo los
protocolos estandar para los reactivos Big-dye. Con los datos se construyeron arboles genéticos de
maxima parsimonia. El analisis reveld cuatro clados bien diferenciados con bajos niveles de
divergencia intraclados. L.as muestras de Yaquina Bay (Oregon) y San Francisco Bay (norte de
California) comprendieron los dos clados mas divergentes (promediando 23% de pares de
diferencias no corregidas); las muestras del sur de California a la parte central de Baja California
(Marina del Rey, Sunset Beach Marina, Mission Bay, Estero Punta Banda y Laguna de Guerrero
Negro) y las de La Paz, Baja California Sur, formaron dos clados adicionales menos divergentes
(aproximadamente 7% de divergencia}.

Por medio de un experimento de hibridacién se obtuvo éxito reproductivo entre fas
poblaciones de Mission Bay y Estero Punta Banda, hasta Ja segunda generacion filial.

Las técnicas genéticas utilizadas muestran resultados constrastantes. Por un lado, el
analisis alozimatico empleado mostro polimorfismo para PGl que probabiemente refleja una
seleccion como respuesta fisiologica y bioquimica al medio ambiente, agrupando poblaciones que
tienden a responder de la misma manera, mas que elucidar una diferenciacion genetica poblacional.
Es necesario hacer estudios intensivos a diferentes niveles para investigar cual es el proceso de
seleccion asociado que permita correlacionarlos con el polimosfismo encontrado, probar mas
sistemas amortiguadores o hacer ensayos con la técnica de acetato de celulosa.

Por otro, en base al tamafo de muestra chico, el analisis molecular da resultados mas
concluyentes y reveladores. Las secuencias sugieren una estructura geografica de cuatro grupos
bien delimitados por las provincias biogeograficas calido-templadas del Pacifico nororiental. La
marcada diferenciacion genética por esta técnica sugiere fa existencia de un flujo génico altamente
restringido entre muchos de los estuarios muestreados. Al parecer, los procesos oceanograficos
fisicos son los responsables del aisiamiento a gran escala entre las poblaciones de A. calfiforniensis
estudiadas.
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CAPITULO |

BIOLOGIA DEL COPEPODO CALANOIDE MARINO
Acartia californiensis TRINAST

I.1. Generalidades y Antecedentes

Los copépodos son el grupo de crustaceos mas grande vy
diversificado que existe (Eukaryota;, Metazoa; Arthropoda; Crustacea,
Maxillopoda; Copepoda). En la actualidad incluye a mas de 11,500
especies, 1,633 géneros y 198 familias (Humes, 1994), que son,
seguramente, un numero subestimado; el nimero de especies descritas
en los Ultimos 30 afos es de cerca de dos tercios del total en los cien afios
previos. Habitan aguas marinas y continentales, habitats semiterrestres o
viven en relaciones simbitticas con otros organismos. Se considera que
son el grupo multicelular mas humeroso sobre la tierra, sobrepasando aun
a los insectos, que incluyen un mayor numero de especies, pero con
pocos individuos (Raymont. 1983).

En la Gltima década la sistematica de los copépodos ha sido sujeta
a muchas revisiones. De acuerdo a Huys y Boxshall (1991), se reconocen

diez ordenes (Figura 1.1), la mitad de los cuales (Misophrioida,




Monstrilloida, Mormonilloida, Siphonostomatoida y Poecilostomatoida) en
su mayoria contiene especies exclusivamente parasitas ¢ simbidticas, y
los otros (Platycopioida, Gelyelloida, Calanoida, Harpacticoida vy
Cyclopoida), incluyen a las formas de vida libre.

Los copépodos de vida libre frecuentemente componen mas del
70% de la fauna plancténica (Raymont, 1883} y son la principal fuente de
alimento para otros zooplanctontes, incluyendo larvas de peces; en este
sentido, constituyen asi los productores secundarios del medio ambiente
marino y el paso fundamental en la trofodinamica del océano.

Acartia es el (nico género en la familia Acartiidae. Hasta el afio
2000 se habrian descrito 96 especies (Tabla 1.1) pertenecientes a los
ocho subgéneros propuestos por Steuer (1923) y no se duda que ain se
puedan describir nuevas especies. Este género esta ampliamente
distribuido y registrado en todos los océanos (Subbaraju, 1967). Los
copépodos calanoides pertenecientes a este genero a menudo estan
presentes en abundancia en aguas costero-estuarinas (Uye y Fleminger,
1976; Uye, 1982, Castel y Courties, 1982; Miller, 1983, Paffenhdfer y
Sterns, 1988); existen algunas especies representativas del mar abierto
como A. danae y A. negligens (Bowman, 1971). De acuerdo a Paffenhdfer
y Sterns (1988) este importante grupo de copépodos, fundamentalmente
esta adaptado a las altas concentraciones de alimento que se encuentran
en estuarios y aguas de surgencias.

Acartia californiensis (Subgénero Acanthacartia: grupo Rostrata de

Steuer, 1923) fue descrita por Trinast (1976). Es una especie endémica
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del Pacifico Nororiental y aparentemente restringida a las partes mas
internas de cuerpos de agua costeros como esteros y lagunas (Trujillo-
Ortiz, 1986).

Zimmerman (1972), Frolander et al. (1973), Johnson (1974),
Johnson y Miller (1974) y Miller ef al. (1977) ya habian trabajado con
Acartia californiensis, pero debido a su gran parecido a A. fonsa, y dado
gue aln no habia sido descrita como una nueva especie, la confundieron
con ella. La consideraron una variante ecofenotipica pequena de A. fonsa
que es ocednica, mas grande y esta presente en la Coﬂiente de Davidson
durante el invierno. En otros estudios Trinast (1975) la llamé Acartia n. sp.,
y Uye y Fleminger (1978) Acartia sp.1.

Debido a la similitud de Acartia cafiforniensis con A. tonsa, Dawson
(1980) realizd una investigacion con base a caracteres como la razén
longitud-ancho del segmento genital de las hembras y la razén longitud-
ancho del segundo segmento del urosoma en los machos; lo anterior fue
con el proposito de obtener una forma mas facil y confiable de
diferenciarlas.

Es probable que la especie denominada Acartia bacorehuisensis
encontrada en aguas de la laguna costera de Agiabampo, Sonora, Mexico
(26°15' Ny 109°15 O), descrita por Zamora-Sanchez y Goémez-Aguirre
(1985), pudiera ser. de acuerdo a la comparacion de los caracteres
morfoanatémicos presentados por Trinast (1974) y Trujillo-Ortiz (1986),
una sinonimia de A. californiensis. En estudios recientes, A.

bacorehuisensis ha resultado ser una importante especie de copépodo
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presente en cultivos de camarén en pozas en Mazatlan, Sinaioa (Gémez-
Pasten, com. per.). Brinton et al. (1986), mencionan (p. 243) que en la
boca de la Laguna de Yavaros (laguna costera en Sonora, México, 26°40'
Ny 109°30" O), predominaba la especie tropical A. lilljeborgi, seguida por
la especie Acartia sp. (posiblemente A. fonsa 6 una especie parecida a A.
californiensis). Esto pudiera indicar que la distribucion zoogeografica de A.
californiensis probablemente se extienda a regiones costeras del sur del
Golfo de California.

De acuerdo a Johnson (1981), Acartia californiensis tiene su
maxima distribucion al norte en la Yaquina Bay en Oregon. En las costas
de Caiifornia se le ha registrado en San Francisco Bay (Johnson, 1981,
Ambler et al, 1985), Eklhorn Slough, en Monterey Bay (Pace, 1978),
Newport Bay, en Los Angeles (Trinast, 1976), Laguna Pefasquitos vy
Mission Bay, en San Diego (Uye y Fleminger, 1976). En Mexico, ésta
especie ha sido observada en las lagunas de Guerrero Negro, Baja
California, y Ojo de Liebre, Baja California Sur (Trujillo-Ortiz, 1990).
También ha sido recolectada en San Pedro Bay (Dawson y Knatz, 1980;
Soule y Oguri, 1980a) y Marina del Rey (Soule y Oguri, 1980b), en las
costas de California.

En Baja California, México, principalmente en el Estero Punta
Banda, en la Bahia de Todos Santos, se ha reportado una gran
abundancia de Acartia californiensis, siendo la especie dominante en mas
del 95% del ensambiaje zooplanctonico {(Méndez-Lanz, 1988; Trujillo-Ortiz,

1986, 1990; Jiménez-Pérez y Lara-Lara, 1990). Es probable que la




distribucion de esta especie se extienda hasta el Bajo Golfo de California,
en las lagunas de Agiabampo y Yavaros, Sonora (Trujillo-Ortiz, 1990).

Existen muy pocos estudios relacionados con la biologia de Acartia
californiensis. Uno de los primeros trabajos es el de Pace (1978) quien
estudid su distribucién, abundancia, crecimiento y fecundidad en Elkhorn
Slough, en Monterey Bay, California; en su estudio encuentra que el factor
mas importante en su ocurrencia era la temperatura.

Otro importante trabajo es el de Johnson (1981) quien estudio la
dinamica poblacional y la persistencia de cohortes de Acartia californiensis
en Yaquina Bay, Oregon, y registrd ciclos estacionales similares en la
distribucion y abundancia que se caracterizan por la presencia de seis
cohortes persistentes bien definidas al afio. Tambien evalué el efecto de la
variacion de la temperatura y la salinidad en la produccion y viabilidad de
los huevos. Un afio antes, Johnson (1980} encontré que la terminacion del
estado latente de los huevos diapausicos de reposo dependia
principalmente de la temperatura, y que la tasa y el exito de la eclosion
eran controlados por la salinidad.

Trujillo-Ortiz (1986) describié por primera vez su ciclo de vida
completo [huevo. estadios naupliares (NI a NVI), estadios de copepodito
(Cl a CV) y adultos (CVI: ¥ y )] bajo condiciones de laboratorio a partir
de especimenes procedentes del Estero Punta Banda, Baja California,
Meéxico. Por otro lado, Trujillo-Ortiz (1990) determind que el porcentaje de

eclosion de los huevos es alto para esta especie (96%), donde reporta que




la produccion de huevos vario de 24.75 a 27.35 huevos hembras™ 1 dia™ y

el tiempo de desarrollo fue de 17.75 dias desde huevo hasta la etapa de
adulto (CVI), a una temperatura de 17°C+1°C.

Trujillo-Ortiz y Arroyo-Ortega (1991) realizaron el analisis de
mortalidad y de esperanza de vida para este organismo. Los resultados
mostraron que la mayor incidencia de muertes se presenta durante los
primeros estadios, factor que puede estar ligado a la terminacion del saco
_ vitelino, disponibilidad del alimento en el medio y a los cambios fisiologicos
durante su crecimiento. Encontraron que las mayores probabilidades de
vida fueron para los estadios adultos (CV!). Morales-Zamorano et al
(1991) han descrito a Acartia californiensis como la especie mas
importante de la cadena trofica en el Estero Punta Banda, B. C.

Trujillo-Ortiz et al. {1995 (Capitulo I} y presente trabajo] estudiaron
la variacion genética de dos poblaciones de Acartia californiensis
procedentes del Estero Punda Banda, B.C., México y Mission Bay,
California, EE.UU. Los autores registran que la distancia genética de Nei
entre las poblaciones es de 0.006 y sefialan una falta de diferenciacion
entre ambas poblaciones. Estos autores proponen la existencia de un flujo
genético entre las dos pobiaciones, probablemente debido a través de la
dispersion pasiva de los huevos diapausicos de reposo que produce esta
especie; estos huevos son llevados fuera ¢ dentro por el flujo y reflujo
mareal y transportados hacia el sur por la Corriente de California y hacia el

norte por la Contracorriente costera de Davidson.




Badillo-Padilla (1998) y Trujillo-Ortiz et al. (1996) realizaron estudios
para determinar la tasa especifica de pastoreo y de filtracion para Acartia
californiensis en el Estero Punta Banda, B. C. Los resultados mostraron
que se presenta una tasa de alimentacion bien definida y que las
variaciones dia a dia son el resultado de la interaccion con los factores del
medio ambiente. La tasa de filtracion durante la variacion diurna in situ fue
mas intensa durante la noche que en el dia, y que las hembras
presentaban una mayor tasa de pastoreo y filtracion. Determinaron
también que del total de carbono producido por el fitoplancton del estero,
soélo un 24.39% fue consumido por A. californiensis, quedando el resto
disponible para ser utilizado por otros niveles troficos & ser exportado al
exterior del estero por las corrientes de marea.

Otro estudio importante sobre la biologia reproductiva es el de
Trujillo-Ortiz et al. {1999 y presente trabajo (Capitulo IV)] quienes
realizaron estudios de intercruza entrg las poblaciones de Acartia
californiensis del Estero Punta Banda, Baja California, México y Mission
Bay, California, EE.UU., encontrando resultados de éxito reproductivo
hasta la segunda generacion filial (F2); los autores corroboran, desde el
punto de vista reproductivo, los resultados genéticos por alozimas de un

experimento previo [Trujillo-Ortiz et al. ,1985 y presente trabajo (Capitulo

).




1.2. Propésito

Después de presentar los antecedentes sobre diferentes aspectos
de la biologia y ecologia del copépodo calanoide marino Acartia
californiensis, en los cuales se destacan su amplia distribucion a lo largo
de la costa nororiental del Pacifico y su confinamiento exclusivo al interior
de los cuerpos de agua costeros como estuarios y lagunas. De acuerdo a
Trujillo-Ortiz et al. (1995), se propone realizar un estudio genético
interpoblacional geograficamente amplio para esta especie, utilizando la
técnica de microelectroforesis en gel de poliacriiamida. Igualmente, un
estudio combinado utilizando las frecuencias genotipicas del ADN
mitocondrial (ADNmt) en la secuencia del fragmento del gen citocromo-
oxidasa ¢ subunidad |, COIl, (Folmer ef al, 1994), del cual existe un
niimero creciente de informacién sobre la variacion inter e intraespecifica.
De acuerdo a Brown (1985), el fragmento COl parece estar entre los
genes codificados de proteinas méas conservadoras en el genoma
mitocondrial de los animales. El analisis de la secuenciacion del fragmento
COl ha revelado la estructura genética de poblaciones de invertebrados
marinos como copépodos (Burton y Lee, 1994) y de erizos marinos
(Palumbi, 1996). El presente trabajo constituye el primer estudio
multidisciplinario 6 integral de una especie de copepodo restringida a un

cuerpo de agua costero.




1.3, Objetivos y Metas
[.3.1. Objetivos

1. Caracterizacion genetica de las poblaciones de Acartia
californiensis en el Pacifico Nororiental.

2. Determinar los posibles efectos ambientales sobre la variabilidad
genética de las poblaciones estudiadas.

3. Estimar el grado de diferenciacion genética interpoblacional.

4, Determinar el grado de estructuracion genetica de las

poblaciones lo largo de las localidades donde se encuentra.

1.3.2. Metas

1. Caracterizar genéticamente las poblaciones de Acartia
californiensis en las localidades donde ha sido reportada, tanto por la
técnica de electroforesis de alozimas como por ADN mitocondrial por la

secuenciacion por PCR del gen citocromo-c-oxidasa subunidad | (COl).

I.4, Hipodtesis

1. Existe una diferenciacién genética a nivel de alozimas y ADNmt
entre las poblaciones de Acartia californiensis en la costa del Pacifico
Nororiental.

2. Existe una evolucion comin de las poblaciones de Acartia

californiensis en el Pacifico Nororiental.




3. Las poblaciones de Acartia californiensis se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg en sus frecuencias genéticas en funcion de
los procesos estocasticos y deterministicos.

4. Es probable que Acartia californiensis tenga una alta variabilidad
genética en funcidon de sus caracteristicas bioldgicas y de la interaccion

del medio ambiente.

1.5. Area de Estudio

El area de estudio esta localizada entre los ~24°10° N -110°19" O a
~44°30" N -124°01' O, en la costa nororiental del Océano Pacifico,
abarcando los estados de Oregon y California en EE.UU., y Baja California
y Baja California Sur en México (Figuras 1.2 y 1.3). Las localidades y las
fechas (1998) en que se hicieron los muestreos respectivos fueron:
Yaquina Bay (agosto 5); San Francisco Bay (agosto 7), Marina del Rey
(agosto 15); San Pedro Bay (agosto 14); Sunset Beach Marina
(septiembre 27); Newport Bay. (septiembre 26); Mission Bay (septiembre
30); Estero Punta Banda (octubre 10); Bahia San Quintin (julio 19),
Laguna de Guerrero Negro (julio 18); Laguna Ojo de Liebre (julio 17), y
Ensenada de La Paz (julio 13) [Figuras 1.4 — 1.6].

Todos los lugares muestreados son cuerpos de agua costeros
como esteros, estuarios y lagunas costeras en donde ha sido reportada la
existencia de Acartia californiensis, y que ademas tienen en comun el ser
ecoldgica, economica y recreacionaimente importantes. Son ecosistemas

que contienen algunas de las comunidades naturales biologicamente mas
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diversas cuya abundancia y ensamblaje de especies de plantas vy
animales se atribuye a la estrecha interrelacion con los recursos
localizados dentro y fuera de la costa (Chapman, 1977, Day, 1989).

Dentro de la costa son extensos sistemas donde confluyen
importantes descargas de agua dulce, aportan una notable cantidad de
nutrientes y proveen un habitat para varias especies marinas. Fuera de la
costa estan fuertemente influenciados por la dinamica del Sistema de la
Corriente de California y por fenémenos de surgencias gue contribuyen
con nutrientes esenciales a las areas costeras, soportando una extensa
cadena alimenticia (Leet ef al., 2001).

Son cuerpos de agua con una dindmica oceanografica muy
importante. Dia a dia se presentan importantes escurrimientos mareales y
flujos de agua dulce que crean condiciones de salinidad altamente
cambiantes. Las numerosas partes someras también presentan altas
variaciones de temperatura. Las corrientes en los canales pueden
alcanzar velocidades de varios nudos, creando areas de fondos blandos
donde los organismos estan altamente adaptados para sobrevivir (Reid y
Wood, 1976).

De acuerdo a Trinast (1975) y Dadswell {1975), la distribucion
agregada del plancton en los cuerpos estuarinos es resultado de las
corrientes mareales y los giros que producen patrones de circulacion de
escala fina asociados a la topografia del fondo.

Debido a la complejidad y fragilidad de los ecosistemas estuarinos,

su proximidad a la intensa actividad y desarrolio humano los ponen en aito




riesgo; el drenaje, los desechos industriales, el relleno de marismas vy
planicies mareales los estdn degradando exponencialmente. Existe
también una gran cantidad de ejemplos documentados de especies no
nativas que son introducidas a estos cuerpos costeros por medio de
descargas de aguas de cisternas de embarcaciones que llegan de otros
lugares las cuales se reproducen en grandes cantidades y compiten por

habitat y alimento con las especies nativas (Leet ef al., 2001).
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I.7. Figuras y Tablas
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Figura |1, Relacion filogenética del grupo de los copépodos (Hu: < Boxshall, 1991).
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Tabla 1.1. Relacion de las 96 especies del género Acartia descritas hasta el afio 2000, En negritas se indica la
especie bajo estudio.

Orden Familia Género Especie Subespecie Fecha

Calanoida Acartiidae Acartia adlfatica 1810
africana 1815
ambionensis 1807
asymmelrica 1664
australis 1936
hacorehiisensis 1986
baylyi 1972
bermudensis 1911
bifilosa 1881
inermis 1929

intermedia 1885

fonsagiesbrechii 1910

bilobata 1970
bispinosa 1907
bowmani 1976
californiensis 1976
centrura 1889
chitkaensis 1919
sittangi 1934

clatisi 1889
gaboonensis 1894

danae 1889
denticomis 1883
discaudata 1882
mediterranea 1934

dubia 1893
dweepi 1978
ensifera 1899
enzoi 1974
erythraea 1889
brehmi 1923

valdiviag 1924

fanceiti - 1992
fariaf 1945
floridana 1948
forcipata 1897
fossae 1927
giesbrechti 1894
gracilis 1887
grani 1904
gravelyi 1917
hamala 1950
hongi 2000
hudsonica 1926
iseana 1956
italica 1910
japonica 1940
jifletti 1976
josephinae 1974
kempi 1914
keralensis 1969
latisetosa 1873
laxa 1852
lefevreae 1976
levequei 1964
litlieborgii 1889
limpida 1849




fongipateila
longiremis

longisefosa
macropus
major
margalefi
mediterranea
minor
nana
natalensis
negligens
omorii
pacifica

pietschmanni
plumosa
ransoni
remivagantis
sarojus
seshayiai
sewelli
simplex
SINensis
sinfiensis
southwelli
spinata
spinicauda
steueri
tedae
tokiokai
tonsa

tortaniformis
franten
tropica
tsuensis
turmida
vVerrucosa

spineremis

mertoni

cryophylla

1974
1853
1976
1914
1900
1919
1976
1909
1919
1914
1974
1849
1976
1915
1923
1912
1894
1954
1946
1994
1968
1934
1805
1863
1940
1914
1911
1889
1936
1876
1942
1849
1963
1912
1976
1987
1956
1920
1888




CAPITULO Il

CARACTERIZACION DE Acartia califogniensis POR MEDIO DEL.
ANALISIS ALOZIMATICO

Il.1. introduccidn

Uno de los tépicos centrales de la biologia modema es la
relacion del grado de polimorfismo y de variabilidad genética entre
las poblaciones. El medio ambiente marino provee de excelentes
oportunidades para el estudio de la interrelacidn entre la genética y la
ecologia. Durante los Ultimos 30 afios la aplicacion de técnicas
genéticas bioquimicas al estudio de poblaciones geograficamente
separadas de invertebrados, tanto marinos como estuarinos, ha
incrementado  significativamente nuestro entendimiento de la
diferenciacion poblacional en el medio ambiente marino (Gooch,
1975; Battaglia y Beardmore, 1978; Levinton, 1980, 1982: Burton y
Feldman, 1982; Burton, 1983); de hecho, los estudios relacionados
con la variabilidad genética y el medio ambiente de ocrganismos
marinos empezaron desde hace mucho tiempo (Battaglia et al,

1978).




L.a técnica de electroforesis en gel ha sido ampliamente usada
para el estudioc de la discriminacion de especies bioquimicas
(Bulnheim y Scholl, 1981) vy, frecuentemente, puede dar una idea
aproximada ¢ precisa de la estructura genetica locus por locus de
poblaciones coespecificas de organismos que no facilimente pueden
ser cultivados en el laboratorio para estudios formales de genética
(Burton, 1983). Como una extensién al analisis genético bioquimico,
los datos de la frecuencia de alozimas de loci seleccionados se
utilizan para examinar los patrones de la variacion genética entre
poblaciones naturales con un amplio rango geografico de distribucion
(Bulnheim y Scholl, 1981).

De acuerdo a Mitton (1997), en los animales generaimente la
energia se almacena en el glucégeno que luego es catalizado por la
glucdlisis, la via alterna fosfato de pentosa y el ciclo de Krebs del
acido citrico para generar ATP. Estas rutas constituyen la
respiracion, siendo aqui donde es utilizada en los costos metabodlicos
rutinarios. Aunque el numero de enzimas utilizadas excede a 1,000,
se requieren aproximadamente 30 para catabolizar el glucogeno a
los productos finales CO, y H,O. Asi, muchas de las enzimas
utilizadas en estudios genéticos poblacionales participan en esas
rutas (Figura 2.1).

En promedio, la mayoria de las especies son polimorficas en
un 30 a un 50% de las enzimas ensayadas (Powell, 1975; Nevo,

1978), por lo que aproximadamente de 12 a 20 de las enzimas que




participan en las rutas metabolicas mencionadas anteriormente
deberian de ser polimorficas.

El polimorfismo proteinico ha sido utilizado para determinar el
grado de la estructura genetica de poblaciones naturales de diversos
invertebrados marinos (Burton, 1983). Entre las poblaciones
naturales de invertebrados marinos es frecuente observar upa
extensa diferenciacion genética detectada por medio de |la

electroforesis (Burton, 1986).

I.2. Materiales y Metodos
I.2.1. Origen de las poblaciones

En el presente estudio se analizaron diferentes poblaciones de
Acartia californiensis, las cuales son: Yaquina Bay, Oregon (YB); San
Francisco Bay (SF), Marina del Rey (MR), San Pedro Bay (SP),
Sunset Bay Marina (SB), Newport Bay (NB) vy Mission Bay (MB),
California: Estero Punta Banda (PB), Bahia de San Quintin (SQ) y
Laguna de Guerrero Negro (GN), Baja California, y Laguna Ojo de

Liebre (OL) y Ensenada de La Paz (LP), Baja California Sur.

I.2.2. Colecta
Las poblaciones de Acartia californiensis fueron recolectadas
de los lugares bajo estudio por medio de arrastres subsuperficiales

utilizando una red estandar de plancton provista con malla Nytex




monofilamentosa de 202 nm de luz de malla con copo de vidrio. Los

arrastres se realizaron desde una embarcacion inflable tipo Zodiac de
12 pies de eslora con motor fuera de borda de 25 Hp; se lanzo al mar
la red la cual estaba sujeta con un cabo por el lado interno de la
embarcacion, en direccion circular. La duracidén de los arrastres
dependié de la densidad zooplanctonica pero nunca excedid de los 5
min. Los organismos vivos fueron transferidos a hieleras de plastico
tipo Thermo que contenian agua de mar del lugar de colecta y
mantenidas perfectamente tapadas durante su transporte al
laboratorio, donde se dejaron reposar aproximadamente una hora.
Después, se sifoneé el material del fondo para eliminar los
organismos muertos 6 dafados que se precipitaron.

Utilizando el fototactismo positivo que presenta A
californiensis, ésta fue separada del resto de los zooplanctontes con
ayuda de una lampara de mano con la que se hizo incidir el haz de
luz sobre una de las esquinas de la hielera bajo completa obscuridad.
Una vez agrupados los copépodos, estos fueron capturados con
vasos de precipitado de 500 ml. Se reconcentraron y se colocaron en
cajas de Petri para revisarlos y seleccionarios bajo el microscopio
estereoscopico, de acuerdo a las caracteristicas morfoanatomicas de
los adultos descritas por Trinast (1976), Dawson (1980) y Trujilio-

Ortiz (1986).
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Se llevd a cabo primero un analisis electroforético preliminar
entre las poblaciones de Mission Bay y Estero Punta Banda en el que
se separaron 1,100 organismos adultos de ambos sexos, 550 por
localidad. Una vez concluido el estudio preliminar, en el cual se
mejoraron 6 se puso a punto la metodologia, se realizé el analisis
electroforético definitivo y extensivo a mas poblaciones, en el cual,
por cada poblacién, se separaron aproximadamente 1,500 individuos
adultos hembras y machos distribuyéndolos en grupos de 100. La
seleccion de los copépodos se realizd utilizando solo la tension
superficial con una microaguja entomologica No. 000 fijada a una

delgada varilla de bambu.

11.2.3. Preservacion de los organismos

Para el analisis preliminar se usaron individuos vivos sin
preservar. En el segundo analisis, una vez hecha la cuidadosa
separacion individual de los organismos de Acartia californiensis de
cada una de las poblaciones muestreadas, inmediatamente se
congelaron en criotubos que contenian agua de mar filtrada y pasada
por UV, y se almacenaron bajo congelacion rapida a -196°C en

nitrégeno  liquido (LN2); posteriormente se transportaron al

laboratorio donde se transfirieron para su conservacion en un

congelador a -80°C, hasta su analisis posterior.




I.2.4. Homogenizacion de los organismos

Para la preparacion de los individuos utilizados para el analisis
de alozimas, éstos fueron wusados vivos 6, en su caso,
descongelados de manera lenta a baja temperatura, insertando los
criotubos en hielo molido. Se tomaron las muestras con una pipeta
Pasteur, colocandose éstas en una caja de Petri y, bajo el
microscopio estereoscopico, se hizo la seleccion. Una vez
visualizados y corroborada la identificacion de los individuos, estos
fueron manipulados con extremo cuidado, utilizando para ello, solo la
tension superficial con una microaguja entomologica No. 000 fijada a
una delgada varilla de bambl. Cada uno de los organismos se
colocaron en las depresiones (~6 mm de profundidad y 4.5 mm de
diametro) en piacas de teflon que contenian 10 pl de solucion para
homogenizar el compuesto de tris-acido borico- EDTA con pH de 8.9
(9.45 g de tris, 1.2 g de EDTA, 0.6 g de é&cido borico y 1 | de H;0
desionizada); ademas, contenia 10% de sacarosa y una cuantas
gotas de azul de bromofenol. Los organismos se maceraron
individualmente en las depresiones con la ayuda de varillas de

Plexliglas.

11.2.5. Elaboracion del gel de poliacrilamida
La placa de gel consistio en poliacrilamida al 6% p/v (3.98 g de

acrilamida, 0.210 g de metileno de bisacrilamida [BIS], 70 mg de




persulfato de amonio [AP], 70 ml de amortiguador trisborato de EDTA

a pH 8.9 y 70 ul de tetrametiletilenediamina [TEMED])). Las placas de

gel median ~169 x 117 x 0.8 mm.

I1.2.6. Montaje en placas de gel de poliacrilamida
El tejido crudo homogeneizado de cada organismo se extrajo
de cada una de las depresiones con una micropipeta y se vacio en

cada uno de los 25 espacios de ~4 x 10 mm hechos con peines en la

parte superior de cada placa de gel.

il.2.7. Sistemas enzimaticos
En el presente estudio se analizaron 15 sistemas enzimaticos.
A continuacién se indica el sustrato especifico para su revelado de
acuerdo a modificaciones de Harris y Hopkinson (1977) hechas por
Burton (no publicado).
1. Glutamato-piruvato-transaminasa (GTP): 10 mg de NADH, 40
mg de u-cetoglutarato, 80 mg de L-alanina, 5 ml de tris HCI (1 M)
a pH 8.0, 30 ml de H.O desionizada, 10 pl de deshidrogenasa
lactica. Se uso papel filtro para cubrir el gel y se visualizé bajo luz
Uv.
2. Deshidrogenasa malica (MDH): 15 mg de NAD, 10 mg de MTT,
5 mg de metosulfato de fenazina (PMS), 40 mg de acido malico, 5

ml de tris HCI (1 M) a pH 8.0, 150 m! de H,O desionizada.
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. Esterasa (EST): 30 mg de «- naftil-acetato, 30 mg de B-naftil-
acetato, 60 mg de Fast Garnet, 4 mi de acetona (para disolver los
sustratos), 150 ml de amortiguador de fosfatos (0.1 M) a pH 6.5.

. Leucin-aminopeptidasa (LAP): 25 mg de L-leucina-p-
naftilamida, 40 mg de Fast Black K, 4 mi de acetona (para
disolver los sustratos), 150 ml de amortiguador de fosfato (0.1 M)
a pH 6.5.

. Arginina-fosfoquinasa (APK): 15 mg de fosfato de arginina, 10
mg de ADP, 100 mg de glucosa (dextrosa), 8 mg de NADP, 8 mg
de MTT, 5 mg de PMS, 5 mi de tris HCI (1 M) a pH 8.0, 2 ml de
MgCl, hexahidratado (0.2 M), 150 ml de HzO desionizada, 10 pl
de hexoquinasa. Se tind en la obscuridad.

. Fosfoglucomutasa (PGM): 8 mg de NADP, 5 mg de PMS, 10 mg
de MTT, 100 mg de glucosa-1-fosfato, 5 mi de tris HCI (1 M) a pH
8.0, 2 ml de MgCl, (0.2 M), 150 ml de H,O desionizada, 10 ui de
G-6-PDH. Se tifd en la obscuridad.

. Glutamato-oxaloacetato-transaminasa (GOT): 40 mg de -
cetoglutarato, 10 mg de NADH, 8 mg de L-acido aspartico, 5 ml
de tris HCI (1 M) a pH 8.0, 30 ml de H;O desionizada, 10 ml de
deshidrogenasa malica. Se uso papel filtro para cubrir el gel y se
visualizo bajo luz UV.

. Hexoquinasa (HK): 100 mg de glucosa, 100 mg de fructosa, 40

mg de ATP, 10 mg de NADP, 8 mg de MTT, 5 mg de PMS, 5 ml
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10.

11.

12.

13.

de tris HCI (1 M) a pH 8.0, 2 mi de MgCl; (0.2 M), 150 ml de H»O
desionizada, 10 ul de G-6-PDH. Se tifio en la obscuridad.

Enzima malica (ME): 60 mg de L-acido malico, 8 mg de NADP, 8
mg de MTT, 4 mg de PMS, 5 mi de tris HCI {1 M) a pH 8.0, 2 ml
de MgCl, (0.2 M), 150 ml de H,O desionizada. Se tifi0 en la
obscuridad.

Fosfoglucosa-isomerasa (PGl): 8 mg de NADP, 5 mg de PMS,
10 mg de MTT, 35 mg de fructosa-6-fosfato, 5 ml de tris HCI (1 M)
a pH 8.0. 2 ml de MgCl, hexahidratado (0.2 M), 150 ml de H,0O
desionizada, 10 pl de G-6-PDH. Se tifi¢ en la obscuridad.
Fumarato-hidratasa=fumarasa (FH = FUM): 5 ml de tris HCI (1
M) a pH 8.0, 100 mg de fumarato de sodio, 20 mg de NAD, 10 mg
de MTT, 5 mg de PMS, 10 pl de deshidrogenasa malica, 150 mi
de H,0O desionizada. Se tifié en la obscuridad.
Glutamato-deshidrogenasa (GDH): 100 ml de amortiguador
sodio fosfato (0.05 M) a pH 7.1, 30 mg NAD, 5 mg MTT, 5 mg
PMS, 10 mg ADP, 1 mg P5P (piridoxai-5-fosfato), 1 g de
glutamato, 50 ml de H,O desionizada.
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH): 5 ml de tris HCI
(1 M) a pH 8.0. 8 mg de NADP, 8 mg MTT, 5 mg PMS, 2 ml de
MgCl, (0.2 M), 50 mg de glucosa-6-fosfato, 150 ml de H,O
desionizada. Se tifid en la obscuridad. Se pusieron 5 mg de

NADP sobre la solucion del amortiguador.




14.1socitrato-deshidrogenasa (IDH): 60 ml de tris HCI (1 M) a pH
8.0, 2.5 ml de solucion NADP/NBT/PMS (0.4% de NADP. 0.4% de
azul de nitrotetrazolium, 0.1% de PMS), 1 mi de MgCl, al 1%, 100
m! de acido isocitrico.
15.6-fosfogluconato-deshidrogenasa (6PGDH): 50 ml de tris HCI
(0.1 M) a pH 8.0, 2.5 ml de solucion NADP/NBT/PMS. 35 mg
acido 6-fosfoglucénico.
I1.2.8. Sisterma amortiguador
Para el andlisis de los sistemas enzimaticos, se aplico sélo un
sistema amortiguador, trisborato de EDTA a pH de 8.9 (9.45 g de tris,
1.2 g de EDTA, 0.6 g de acido borico y 1 | de H,O desionizada), el
cual se utilizé en los depositos de los electrodos en las camaras

electroforéticas.

11.2.9. Eiectroforesis

La microelectroforesis fue vertical; las condiciones en las que
se llevo a cabo fueron a 120 V y 7°C. Los tiempos para los ensayos
de los sistemas enzimaticos fueron 2 h para EST y LAP: 3 h para

FUM, PGI, GOT, ME y APK; 4 h para PGM, HK, GPT y MDH.

I1.2.10. Analisis y procesamiento de los datos

En cada gel se registro el alelo mas comtin de cada locus,

designado como el alelo 100. Los otros alelos se determinaron
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numéricamente, de acuerdo a la distancia recorrida respecto al alelo
100. Una vez procesados los zimogramas, los datos se analizaron
empleando el software BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1989) en la
opcion 1 (designacion de genotipos individuales A, B, C, etc,,
iniciando con el que migro la mayor distancia desde el origen al
anodo); GENETIX (Belkhir, 2001); FSTAT (Goudet, 1999), vy
GENEPOP (Raymont y Rousset, 1895). Con estos programas se

obtuvieron los estimadores genéticos mas importantes como el

namero promedio de alelos por locus (#,), proporcion de individuos
heterocigéticos (H) y proporcion de loci polimorficos al nivel Pygs. Se
cuantifico la distancia genética de Nei (1978) y si estan en equilibrio
de acuerdo al modelo de Hardy-Weinberg por medio de la prueba de
+? (Sokal y Rohlf, 1981), a la cual se aplicd la correccion de Levene
(1949) para muestras pequefias. Ayala y Kiger (1984) escribieron un
excelente texto donde presentan y explican los estimadores
genéticos utilizados en la presente investigacion para procesar los
datos obtenidos en los zimogramas.

Para encontrar una posible relacion entre los datos
oceanograficos registrados en cada una de las localidades in situ
(T°C, S%, y O2 mi1") y las frecuencias. alélicas y genotipicas de las
poblaciones se uso el analisis de correlacion candnica por el paquete

STATISTICA para Windows.




Con el fin de determinar una posible asociacién entre la
distancia genética y la distancia geografica entre las localidades
estudiadas se aplico la prueba de Mantel usando el paquete
GENETIX (Belkhir, 2001), de acuerdo a las premisas establecidas

por Mantel (1967), Manly (1985) y Sokal y Rohlf (1995).

{1.3. Resuitados
I.3.1. Analisis preliminar entre dos poblaciones cercanas

En relacién al analisis preliminar, Acartia ca/ifomiensié revelo
patrones de bandeo (zimogramas) confiables a traves de la
microelectroforesis vertical en placas de gel de poliacrilamida, para
seis sistemas enzimaticos. La variacion de A. californiensis fue
monomorfica para siete loci: EST-1, LAP-1, APK-1, APK-2, GOT-1,
GOT-2 y ME-1; y polimdrfica sdlo para PGI-1 (Tabla 2.1). Aungue se
encontraron en fotal diez alelos en PGI-1, no todos se presentaron en
las dos poblaciones estudiadas. Respecto a las frecuencias alélicas
entre ambas poblaciones (Tabla 2.1}, PGI-1 revelo que el alelo mas
comun fue C; sin embargo, se encontraron alelos en el Estero Punta
Banda (A, B, G y E) que no se presentaron en Mission Bay, donde, a
su vez, hubo otros (D, F, H. | y J) que no se encontraron en Punta
Banda. Con excepcion de los alelos B, C y D, los restantes
presentaron una frecuencia menor de 0.1, lo que indica que son
alelos raros. El alelo B unicamente se presenté en el Estero Punta

Banda, con una frecuencia de 0.16.
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El nimero promedio de alelos por locus fue similar en ambas
localidades: 1.5 + 0.5 para el Estero Punta Banda y 1.6 + 0.6 para
Mission Bay. De los loci analizados en ambas poblaciones, sélo PGI-
1 fue poliméifico (Pogs = 0.125; Tabla 2.2).

La heterocigocidad en el Estero Punta Banda fue 0.060 +
0.060 y en Mission Bay 0.035 + 0.035. Hubo una deficiencia en la
heterocigocidad estadisticamente significativa, comparada con el
apartamiento del equilibrio de Hardy-Weinberg esperado en la
poblacion de Mission Bay (D = -0.477), pero ésta no se dio en el
Estero Punta Banda (D = -0.096); Tablas 2.2-4; P < 0.001), donde,
como se observa, domino en todos los casos PGI-1.

Las frecuencias genotipicas de PGI-1 en el Estero Punta
Banda para los valores agrupados no fueron significativamente
diferentes (P = 0.314); mientras que en Mission Bay se presentaron
diferencias altamente significativas (P < 0.01; Tabla 2.4).

Los genotipos mas frecuentes observados en el Estero Punta
Banda fueron CC y BC (Tabla 2.5). Parece que el aielo C es mas
frecuente en condicién homocigotica dado que, a excepcion del
genotipo BC, el resto de los genotipos donde interviene este alelo
tienen frecuencias observadas muy bajas ¢ nulas. Lo inverso sucede
con el alelo B donde, en condicidn homocigotica, su frecuencia
observada es de 2; sin embargo, el genotipc BC presenta el valor

mas alto, 16. En el resto de los genotipos donde participa B, la
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frecuencia es baja 6 nula. El estadigrafo D (diferencia heterocigoética)
para esta poblacion fue de -0.096, el cual no es estadisticamente
significativo (y° = 1.013; P = 0.314).

Para Mission Bay, nuevamente el alelo C y el genotipo CC
presentan alta frecuencia, y en condicidon heterocigdtica sus
frecuencias son bajas. Les sigue en orden de importancia el genotipo
homocigoto DD, cuya frecuencia observada es de seisl; sin embargo,
los heterocigotos donde participa este alelo, con excepcion del
genotipo DI, estan ausentes. El valor [ para esta poblacion es de
-0.477, indicando una deficiencia de heterocigotos estadisticamente
significativa (x* = 16.008; P < 0.001).

El valor de la identidad genética / (Nei, 1978) calculado a partir
de las frecuencias alélicas entre las poblaciones es alto, 0.994;

mientras que la distancia genética D (Nei, 1978) es bhajo, 0.006.

11.3.2. Variabilidad alozimatica extensivo a mas poblaciones

En el analisis genético de diversas poblaciones naturales de
Acartia californiensis se revelaron cuatro loci pertenecientes a cuatro
sistemas enzimaticos: los loci APK-1, EST-1 y G6P-1 resultaron ser
monomorficos y PGI-1 fue polimérfico (Tabla 2.6).

PGI es dimérica, donde el alelo heterocigoto debe presentar
tres bandas y los homocigotos sdlo una. Aqui, PGI-1 presenta varias
bandas satélites las cuales se pueden confundir con los alelos

principales, tanto en los homocigotos como en los heterocigotos; sin
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embargo, se pueden presentar varios alelos cuando se revisan en un
gel simultaneamente muchas poblaciones y cada alelo de ese locus
puede tener una migracion diferente, pero en cada poblacion no
excedera de tres alelos principales. De los seis alelos que mostro
PGI-1, el alelo E fue el mas comtn y junto con los alelos Dy I, se
presentaron en las doce poblaciones estudiadas fluctuando de 0.16-
0.69, 0.10-0.50 y 0.03-0.35, respectivamente (Tabla 2.6). Los alelos
Ay B solo estuvieron presentes (especificos) en San Francisco (0.31
y 0.17), y ausente en el resto de las localidades. El alelo C sdlo
estuvo ausente en las localidades de Yaquina Bay, Marina del Rey y
Newport Bay, variando en el resto de 0.02-0.18.

De acuerdo a la tabla 2.7 el nimero promedio global de alelos
por locus fue de 1.77 + 0.77, con un polimorfismo Fogs = 0.25, y una
heterocigocidad promedio observada y esperada sin sesgo de 0.98 +
0.98 y 0.160 * 0.160, respectivamente. La prueba estadistica Ji-
cuadrada mostrd ser significativa (P < 0.05), excepto para las
poblaciones de Yaquina Bay y Estero Punta Banda.

La heterocigocidad de PGI-1 mostré una fijacién Fis de Wright
que varié de -0.124 -~ 0.807 y un valor D de Selander —0.808 —
0.166, la cual no fue significativa solo para Yaquina Bay y Estero
Punta Banda (P > 0.05) [Tabia 2.8].

En referencia a la distribucion de las frecuencias genotipicas

de las diferentes poblaciones de Acartia californiensis para PGI-1
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(Tabla 2.9), después de la correccion de Bonferroni (¢« = 0.004), siete
de ellas (SF, MR, SP, SB, SQ, GN, LP) mostraron estar fuera del
equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0.0001), con excepcion de YB, NB,
MB, PB y OL (P>0.009). Estos resultados son consecuentes con los
indices de fijacion Fis que se muestran en las tablas 2.10-12. El
indice Fsy promedio fue de 0.087 (Tabla 2.11).

En la figura 2.2 se presenta el comportamiento geografico de
las frecﬁencias alélicas C, D, Ey F, y la figura 2.3 el comportamiento
latitudinal de la frecuencia de los genotipos DD, DE, DF, EE, EF y FF
del locus polimorfico PGIl-1 de las poblaciones del copepodo
calanoide marino Acartia californiensis en la costa nororiental del
Pacifico.

El analisis de correlacién candnica (Rc = 0.95; ° = 18.203, g/
= 15) entre las tres variables fisicas tomadas in situ (T°C, S0 ¥ O2
mll: tabla 2.13) y las frecuencias aiélicas (85, 100, 114, 128 y 143)
para el Gnico locus polimorfico observado entre las localidades
muestreadas, PGI-1, resuité no significativo (P = 0.2522). Para el

caso de la temperatura y salinidad, el andlisis de correlacion

I

canonica (Re = 0.94: v = 15.503, g/ = 10) resulta no significativo (P

0.1148). Al considerar sblo la salinidad, el analisis (Rc = 0.88; +2
11.247, gl = 5) resultd ser significativo (P = 0.046); para este caso las

funciones canonicas son:

U= -1(S%) . V=-0.425(85) + 0.284(100} + 0.000(114) - 0.213(128) + 0.992(143).




La figura 2.4 muestra el comportamiento de las localidades respecto
al par de funciones candnicas (U, V).

Para la relacién entre la distancia genetica modificada de
Rogers (Wright, 1978) y la distancia geografica (km) entre las
localidades estudiadas, la prueba de Mantel (con 1000
permutaciones) para determinar la independencia entre las matrices
de distancia resultd no significativo (r= 0.021; P = 0.461)

El dendrograma del locus polimorfico PGI-1 de las doce poblaciones
estudiadas de la distancia modificada de Rogers (Wright, 1978) por el
método UPGMA (Figura 2.5), mostré una correfacion cofenética de

0.91.

Il.4. Discusion

Desde el punto de vista de la genética de poblaciones, se han
caracterizado por medio del alozimatico seis especies de copépodos
harpacticoides: Tisbe biminiensis, T. clodiensis, T. holothuriae,
Tigriopus brevicornis 'y T. fulvus (Battaglia et al, 1978) y T
californicus (Burton y Feldman, 1981; Burton et al., 1979), y algunas
especies de copépodos calanoides: Labidocera aestiva (Bucklin y
Marcus, 1985), Metridia pacifica (Bucklin et al, 1989) y Calanus
finmarchicus (Kann y Wishner, 1998). Del género Acartia, McKinnon
et al. (1992) investigando grupos de formas de A. clausi,
describen como una nueva especie a A. fancetli, Caudill (19995)

estudia la diferenciacion genética de poblaciones y de especies




hermanas de A. fonsa, y Cervelli et al (1995) analizan la
diferenciacion genética de especies del género Acartia.

De las especies anteriores, T. californicus fue la que presentd
el valor de polimorfismo mas altoo, Pggs = 0.83, con seis loci
analizados (Burton y Feldman, 1981; Burton et al., 1979). El resto de
las especies varié entre 0.10 y 0.50, con un promedio de 16.6 loci
estudiados. Fueron excepciones los altos valores de polimorfismo
observado por L. aesfiva con 0.78 + 0.10, donde también se
analizaron con un prome-dio de 6 loci; sin embargo, segun Bucklin y
Marcus (1985) indican que estos valores tan altos posiblemente se
debieron a errores de muestreo. Otra especie que se analizé fue M.
pacifica con 0.77, donde se analizaron aproximadamente 8 loci
(Bucklin et al.,, 1989). Respecto a los valores de heterocigosis, T.
holothuriae registrd el valor mas alto con H = 0.241 £ 0.058, y T.
fulvus el mas bajo, H = 0.054 £ 0.036; el resto fluctudé de 0.071 +
0.032 a 0.240 £ 0.061.

En el presente trabajo, entre los dos estudios (dos poblaciones
cercanas y el extensivo a mas poblaciones, incluyendo las anteriores,
existié un lapso de tiempo de unos cuatro afios (1994 y 1998). De
acuerdo a los resultados obtenidos, en ambos estudios fue
consistente el polimorfismo revelado solo para el locus diagnéstico
PGI-1, pero se observan diferencias tanto en las frecuencias alélicas

como genotipicas.




En el estudio entre las poblaciones del Estero Punta Banda, B.
C. (PB) vy Mission Bay, California (MB), se observa una mayor
diversidad alélica (10 alelos), siendo el mas comun el alelo C; los
alelos B y D fueron caracteristicos de PB y MB, respectivamente. El
resto de los alelos resultaron con frecuencias menores a 0.04. El
polimorfismo Py es promedio fue de 0.125 y la desviacidon promedio
del equilibrio de Hardy-Weinberg para las dos poblaciones no fue
significativo. En el caso de las frecuencias genoctipicas, los
particulares para MB fueron CC y C-D, y para PB resultaron CC y BC.

Para el estudio extensivo se presentaron seis alelos, donde el
mas comun resuitdo ser el alelo E. Los aleios C, D y F también
estuvieron presentes en las doce poblaciones, pero con cierto grado
de variabilidad en sus frecuencias, siendo el menos variable el alelo
C. Aqui, el polimorfismo Ppgs promedio fue de 0.25 y la desviacién
promedio del equilibrio de Hardy-Weinberg para las doce poblaciones
resulto significativo; en su caso, para Yaquina Bay (YB) y PB no
fueron significativas.

A la luz de los resultados, los datos alozimaticos no muestran
una significativa diferenciacién entre algunas de las pobiaciones
situadas en regiones zoogeograficamente extremas, tal como son el
agrupamiento de Yaquina Bay, Laguna Ojo de Liebre y Ensenada de
La Paz, y otro dado por Sunset Beach Marina y San Quintin (Fig.
2.5), lo que pudiera indicar un flujo genético itrapoblacional que

sobrepasa la compleja dinamica que impone el océano Pacifico en
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su costa nororiental (Sistema de la Carriente de California y efecto de
surgencias) sin ninguna restriccion. De acuerdo a Avise (1994) la
diversificacion de la seleccion natural que opera en loci particulares
via la diferenciacion en alguna caracteristica pudiera dar una falsa
impresion de un bajo flujo geneético entre las poblaciones. Sin
embargo, esto pudiera ser explicado por el balance de la seleccion al
locus PGI-1, aparentemente a la salinidad (Fig. 2.4), mas que debido
al efecto homogenizador del flujo genético (Figs. 2.2-2.3, Tablas
2.10-12). Al investigar estadisticamente el grado de correlacion de
las frecuencias alélicas de PGI-1 para las poblaciones estudiadas
respecto a la latitud (Fig. 2.2), no se muestra ninguna clina
significativa; la que mas se aproxima es para el alelo D (r = 0.38;
roao(y, 10 = 0.398; P > 0.10). Para el caso de las frecuencias
genotipicas (Fig. 2.2) la Gnica clina que resultd significativa fue para
DD (r = 0.44; P < 0.10). Asi, las frecuencias de los alelos de
marcadores no neutrales probablemente nos dicen mas sobre las
condiciones ambientales que del regimen de flujo genetico de las
especies (Boyer, 1974; Koehn, 1978).

Sin  ser concluyentes, al parecer tales poblaciones
experimentan similares respuestas por parte de las condiciones que
ejerce el medio ambiente sobre los organismos, pudiéndose ver
reflejados en las respuestas bioquimicas y fisiolégicas, promoviendo
asi la seleccion para el mantenimiento de este locus alozimatico.

Similar inferencia, y de manera muy particular se ha reportado para
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el copépodo harpacticoide Tigriopus californicus (Burton y Lee,

1994).
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Figura 2.5, Dendrograma del locus PGI-1 de doce poblaciones del copépodo calanoide Acariic californiensis
de la costa nororiental del Pacifico de la distancia modificada de Rogers (Wright. 19781 por el método
UPGMA. La correlacion cotenética es de 0.91,




Tabla 2.1. Frecuencias alélicas de los ocho loci para las poblaciones de Acartia californiensis.

Locus Cadigo Alelo Poblaciones
PB(30) MB(30)
EST-1 C 100 1.00 1.00
LAP-1 C 100 1.00 1.00
APK-1 C 100 1.00 1.00
APK-2 C 100 1.00 1.00
GOT-t C 100 .00 1.00
GOT-2 C 100 1.00 1.00
ME-1 C 100 1.00 1.00
PGI-1 J 43 0 0.06
[ 61 0 0.04
H 71 0 0.04
G 75 0.02 ]
F 82 0 0.04
E 86 0.08 0
D 89 0 0.16
C 100 0.64 0.66
B 114 0.24 0
A 142 0.02 0

PB. Estero Punta Banda: MB. Mission Bay: (50), nimero de genomas ensayados: A. B, C. etc.. codigo
asignado para la opcidn 3 del programa BIOSYS-1.

L
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Tabla 2.2, Variacion genética de cada poblacion de Acartia californiensis ensayadas por: 1) nlimero promedio
de alelos por locus; 2) polimortismo {FPoqs); frecuencia de loci para los cuales la frecuencia del alelo mis
comitin no es mavor que 0.93. y 3) heterocigocidad (£}, frecuencia de individuos heterocigotos promediada de
todos los loci.

Muestra No. de loci  No. de alelos Poos Heterocigocidad promedio s
por locus
H, H.
PB 3 13205 0.125 0.060 +0.060  0.066 + 0.066 ns
MB 8 1.6£0.6 0.125 0.035+0.035 0.067 + 0.067 ns
Promedio global 1.35+0.05 0.125 0.048 +£0.013 0.067 £ 0.0005 ts

1. heterocigocidad observadn: #,. hewerocigocidad esperada: +°. prueba Ji-cusdrada: ns. no significativo: PB. Estero
Punta Banda: MB, Mission Bay.

‘A
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Tabla 2.3. Heterocigocidad determinada de fa frecuencia alélica para PGI-1 de Acartia californiensis.

]

Poblacion Locus Heterocigocidad 1
H, H,

PB PGI-1 0.480 0.531 ts

MB PGI-1 0.280 0.536 ns

H,. heterocigocidad observada: H,, heterocigocidad esperada: PB. Estero Punta Banda: MB. Mission Bay: y~. prueha Ji-

cuadrada: ns. no signiticativo.




Tabla 2.4. Prueba para determinar la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus PGIL-1. por
agrupamiento de clases en cada poblacion de Acartia californiensis.

Poblacion  Locus Clase H, H., ¥ al P D
PB PGI-1 Homocigotos para el 22 20.364
alelo mas comin
[Heterocigotos comunes 200 233273
Raros
Heterocigotos raros y 8 6364 1.013 1 0.314 -0.096
otros heterocigotos
MB PGI-1 Homaocigotos para el 28 21.667
alelo mas comun
Heterocigotos comunes 10 22.667
Raros
Heterocigotos raros y 12 5667 16.008 1 0.000 -0.477

otros heterocigotos

PB. Estero Punta Banda. MB. Mission Bay: A, heterocigocidad observada: #, beterocigocidad esperada: ¥~ prueba Ji-
cuadrada: g.l.. grados de libertad: 2. nivel de significancia: . cueficiente de desviucion de Sclander,

n
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Tabla 2.5. Frecuencia venotipica del equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus PGI-1, en cada una de las
g p : ) 24
poblaciones muestreadas de Acartia californiensis.

Poblacién Locus Clase H, H,

PB PGI-1 A-A 0.000 0.000
A-B 0.020 0.005
A-C 0.000 0.013
A-E 0.000 0.002
A-G 0.000 0.0060
B-B 0.020 0.028
B-C 0.160 0.155
B-E 0.020 0.019
B-G 0.000 0.005
C-C 0.220 0.204
C-E 0.020 0.052
C-G 0.020 0.013
E-E 0.020 0.003
E-G 0.000 0.002
G-G 0.000 0.000

MB PGI-1 C-C 0.280 0.217
C-D 0.000 0.107
C-F 0.000 0.027
C-H 0.040 0.027
C-1 0.000 0.027
C-J 0.060 0.040
D-D 0.060 0.012
D-F 0.000 0.007
D-H 0.000 0.007
D-1 0.040 0.007
D-J 0.000 0.010
F-IF 0.020 0.001
F-H 0.000 0.002
F-1 0.000 0.002
F-J 0.000 0.002
H-H 0.000 0.001
H-1 0.000 0.002
H-J 0.000 0.002
[-i 0.000 0.001
[-) 0.000 0.002
J-J 0.000 0.002

PB. Estero Punta Bandu: MB. Mission Bay: /1, heterocigocidad ebservada: M, heterocigocidad esperda
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Tabla 2.7. Variacion genética de las poblaciones de Acartia californiensis ensayadas por:
1) No. promedio de alelos por locus; 2) polimorfismo Py, frecuencia de loci para fos cuales
la frecuencia del alelo mas comin no es mayor que 0.95.y 3) heterocigocidad, frecuencia de
individuos heterocigotos promediada de todos los loct.

Poblacion  No. loci  No. alelos Pyas Heterocigacidad promedio e
por locus
H, H.
YB 4 1.5+£0.5 025 0.128+0.128 0.159+0.159 ns
SF 4 23+ 1.3 025  0.039+0.039 0.202 = 0.202 s
MR 4 1.5+0.3 025  0.098+0.098 0.144 = 0.144 ]
sp 4 18+0.8 025 0.110x0.110 0.173£0.173 5
SB 4 1.8+0.8 0.25 0.104+0.104 0.165+0.165 s
NB 4 1.5+0.5 0.25  0.090: 0.090 0.147 £ 0.147 s
MB 4 1.8+ 0.8 025  0.112+0.112 0.147 £ 0,147 s
PB 4 1.8+0.8 025  0.129+0.129 0.115£0.113 ns
SQ 4 18+£038 025  0.100+0.100 0.168 £0.168 5
GN 4 1.8+0.8 025  0.073x£0.073 0.170£0.170 8
OL 4 1.8+0.8 025 0.107+0.107 0.162 = 0.162 s
LP 4 1.8+08 025  0.090+0.090 0.167 £0.167 5
Promedio global 1.77£0.77 0.25  0.098 £0.098 0.160 = 0.160 5

Poblaciones referidas por las iniciales: 7. prueba Ji-cuadrada: s. signific

61

ativo: ns. no significativo.




Tabla 2.8. Heterocigocidad determinada de la frecuencia alélica para el polimorfismo PGI-1 de las
poblaciones de Acartia californiensis.

Poblacidn Locus Heterocigocidad Deticiencia 0 Exceso ¥
F D

YB PGI-1 0.511(24) 0.637(29.946) 0.190 -0.199 ns
SF PGI-1 0.155(M 0.809(46.930) 0.807 -0.808 5
MR PGI-1 0.391(27) 0.577(39.847) 0317 -0.322 s
SP PGI-1 0.442(38) 0.693(59.632) 0.359 -0.363 s
SB PGI-| 0.417(20) 0.660(31.674) 0.362 -0.369 s
NB PGI-1} 0.362(17) 0.587(27.581) 0.377 -0.384 5

MB PGI-1 0.447(38) 0.587(49.923) 0.234 -0.239 5
PB PGI-1 0.515(35) 0.461{31.370) -0.124 0.166 ns
SQ PGI-1 0.400(18) 0.672(30.258) 0.398 -0.403 s
GN PGl-1 0.293(17) 0.679(39.383) 0.565 -0.568 5
OL PGl-1 0.429(18) 0.648(27.217) 0.331 -0.339 s

LP PGI-1 0.362(17) 0.666(31.323) 0.451 -0.457 s

A . - K - . e T . Py T P ..
Poblaciones referidas por las iniciales: ¢~ prucba Ji-cuadrada: s. significative; ns. no significativo: F. indice de tijacion de
Wright (IS): D. coeficiente de desviacion de Selander.
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Tabla 2.10. Valores del indice de fijacion Fis para el locus PGI-1 relativo a las subpoblaciones de Acurtia
californiensis.

Alelo Subpoblacion
1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 b 2

A 0.919

B 0.811

C 1.000 0.031 -0.13 0.250 -0.023 -0.064 -0.045 -0.012 -0.022
D 0.111 0814 0346 0364 0333 0278 0310 -0.098 0555 0.640 0388 0.651
E 0.190 0.685 0201 0409 0.730 0443 0.197 -0.171 0441 0370 0236 0438
F 0252 0.637 0495 0704 0330 0427 -0.037 -0.038 0.630 0.736 0417 0.238
Promedio 0.190 0.807 0317 0.359 0362 0377 0234 -0.124 0398 0.565 0331 0.451
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Tabla 2.11. Indices de fijacion para los alelos individuales del locus polimdrfico PGI-1 de
Acartia californiesis.

Alelo Fis Fir Fsr
A 0.919 0.943 0.292
B 0.811 0.840 0.152
C 0.108 0.171 0.071
D 0.384 0.419 0.056
E 0.328 0.398 0.103
F 0.459 0.498 0.072
Promedio 0.379 0.4534 0.087
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Tabla 2,12, Valores de los estadisticos & no jerarquicos para los alelos del locus PGI-t en Acartia
californiensis.

Alelo Frecuencia Variancia Vartanza actual Vartanza Foir
promedio muestral limitante

A 0.02586 0.00015 0.00720 0.02519 0.286
B 0.01365 0.00010 0.00195 0.01346 0.145
C 0.06239 0.00047 0.00369 0.05849 0.063
D 0.31078 0.00184 0.01010 0.21420 0.047
E 0.41893 0.00198 0.02321 0.24343 0.0953
F 0.16839 0.00124 0.00885 0.14003 0.063
Total 0.00578 0.05500 0.69481 0.079
Promedio 0.00578 0.05300 0.69481 0.079
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Tabla 2.13. Datos oceanograficos in situ de las localidades muestreadas.

!

Localidad Temperatura (°C) Salinidad (*/,, Oxigeno (mU/1)
YB £3.0 32.0 6.3
SF 18.6 24.0 6.8
MR 25.0 32.0 6.2
SP 23.5 34.0 6.5
SB 22.0 32.0 6.4
NB 24.0 30.0 7.0
MB 25.0 32.0 6.4
PB 26.0 32.0 6.3
SQ 27.0 37.0 6.9
GN 28.0 35.0 6.2
OL 27.0 38.0 6.1
LP 310 36.0 3.7
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CAPITULO 1l

ANALISIS MOLECULAR DE Acartia californiensis POR ADN
MITOCONDRIAL

lil.1. introduccion

En los ultimos diez anos se han desarrollado una variedad de técnicas
moleculares que han permitido evaluar la variabilidad genética y secuenciar
el ADN y que, de alguna manera, han apoyado 6 incluso reemplazado las
técnicas alozimaticas en el andlisis de la estructura de poblaciones (Avise,
1992; Karl y Avise, 1992; Burton, 1994). En un sentido se ha mejorado |a
resclucion y el nivel de estudio sin dejar de considerar que cada técnica tiene
sus propias bondades y limitaciones. Una de las primeras técnicas es la
secuenciacion directa de porciones amplificadas de genes sin un paso
intermedio de clonacion (Innis et al., 1988). También destacan los protocolos
de secuenciacion automatica (Smith et al,, 1986; McBride et al., 1989) y el
uso del consenso de cebadores para la amplificacidn y secuenciacion,
obviando la necesidad de datos previos de secuenciacion de las especies

bajo estudio (Kocher et al., 1989; Innis et al., 1990).
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El andlisis detallado de la variacidén en la secuencia del ADN dentro de
las especies ha revelado ¢ apoitado conocimiento acerca de su biologia,
incluyendo la variabilidad reproductiva, dispersion y supervivencia, asi como
también entender los procesos por los cuales evolucionan los genes y las
especies.

El analisis de polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) del ADNmt, también ha sido aplicado en muchos organismos (Avise
et al., 1987). Entre los invertebrados marinos analizados, algunos han
revelado acerca de la estructuracién genética de las poblaciones de meso a
gran escala (100's a 1000's km) como es el caso del cangrejo herradura
Limulus (Saunders ef al., 1986), el ostion Crassostrea (Reeb y Avise, 1990),
el mejilon Mytilus (Edwards y Skibinsky, 1987) y el copépodo Calanus
pacificus (Bucklin y Kann, 1991). También el analisis de RFLP ha revelado la
diferenciacion genética significativa entre las poblaciones geograficas de
peces marinos como el arenque (Kornfield y Bogdanowicz, 1987), tambor
rojo (Gold y Richardson, 1991), meriuza (Zwanenburg et af., 1992), lenguado
(Stott et al., 1992) y pez espada (Grijalva-Chon et al, 1994), aplicando las
técnicas de alozimas y RFLP, donde el primero logra diferenciar las
poblaciones y no asi el segundo.

La variacion de secuencia de bases del ADNmt también ha sido
utilizado para examinar los patrones de variacion intraespecifica de peces
marinos e invertebrados (Avise et al., 1987). Avise (1994) y Hillis et a/. (1996)
mencionan que el analisis secuencial del ADNmt se ha convertido en una

herramienta poderosa para el estudio filogenético, ademas de la genetica
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poblacional en muchos taxa. La secuencia de bases de una porcion del
citocromo b ha sido empleado para discriminar poblaciones de bacalao (Carr
y Marshall, 1991a, 1991b) y del marlin azul (Finnerty y Block, 1992). Los
genes mitocondriales han revelado una considerable variacion de la
secuencia intraespecifica en el erizo Strongylocentrotus pallidius (Palumbi y
Kessing, 1991) y Heliocidaris tuberculata (McMillan et al., 1992), y en el
camardn penéido Penaeus stilyrostris (Palumbi y Brand, 1993); sin embargo,
en todas estas especies se ha olbservado muy poca O ninguna estructura
genética. Ante esto, surgen dos principios generales: (1) tanto los peces
marinos como los invertebrados son muy variables a nivel proteico vy
molecular, y (2) la variabilidad esta presente en poblaciones geograficas
genéticamente distinguibles en algunas especies (Overden, 1990).

L.as caracteristicas mitocondriales poseen distintas ventajas como
indicadores de la estructura pobiacional: el genoma es clonalmente heredado
por via materna, haciéndolo un indicador conservador de patrones de
apareamiento en poblaciones naturales (Avise ef afl., 1879; Wilson et al,
1985). La forma en que se heredan las caracteristicas mitocondriales tiene
muchas implicaciones para la distribucion de las poblaciones. Primero,
cuando la transmision paterna es despreciable, los genes mitocondriales
revelaran mejor la estructura poblacional que los genes nucleares (Birky ef
al, 1989). También, si las hembras tienen una tasa de migracion efectiva
mas baja que los machos, las frecuencias genéticas mitocondriales seran

homogeneizadas mas lentamente que las nucleares (Birky et al., 1989).
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En los invertebrados, el ADNmt es una molecula circular cerrada [(Fig.
3.1, Crease, 1999 (como ejemplo se toma el modelo para el cladoécero
Daphnia pulex)] de aproximadamente 15,000 a 18.000 pares de bases (pb).
Cada molécula codifica para 2 genes ARN ribosomales, 22 ARN de
transferencia, 13 proteinas y la replicacién 6 region D-Loop (control) [Tabla
3.1; Crease, 1999]. Aunque el ADNmt comprende menos del 1% del genoma
total de cada célula, posee dos caracteristicas importantes: (1) una alta tasa
de evolucion y (2) el modo materno de transmision, donde los cambios que
ocurren durante la recombinacién sexual no tienen efecto. Los genes del
ADNmt evolucionan de 5 a 10 veces mas rapido que su contraparte nuclear,
proveyendo una visién amplificada de la diferenciacién poblacional (Brown et
al., 1979). En contraste, el ADN nuclear consiste de unos 3 x 10° pb que
codifican a cerca de 7 x 10° genes. Ademas de que el elevado nimero de
coplas de genomas por celula (1000's) se opone a las dos copias de un gene
nuclear dado.

LLa evolucion del ADNmt esta intimamente ligada a la mutacién; la tasa
de cambio sinénima de una proteina que codifica a un gene es de cerca de
5.7x10® sustituciones por sitio por afio, lo cual es mas de 10 veces maés
réapida que la nuclear y la no sindnima varia entre los genes, pero también es
mas rapida que la nuclear (Taanman, 1999). Todo esto puede ser explicado
por la baja fidelidad en la replicacion det ADN, los ineficientes mecanismos
de reparacion de la polimerasa y la presencia de los radicales libres
generados como productos del metabolismo oxidative ¢ mutagenos (Joenje,

1989),; lo que permite a los investigadores diferenciar poblaciones que se han
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separado. Ademas, la seleccion natural no tiene afecto en los cambios que
sufre el ADNmt y solo es diferente por los cambios debidos al tiempo que
ocurren a una tasa constante.

lLas caracteristicas moleculares pueden dar informacion sobre |a
biologia poblacional de una especie. Particularmente, la distribucion genética
de las poblaciones geograficas y sus frecuencias genotipicas (o, para
genomas haploides como ADNmt, haplotipo) pueden ser estadisticamente
comparadas. Otra caracteristica dtil es la diversidad molecular de la
poblacién medida por el niumero de haplotipos ¢ diversidad haplotipica (h), 6
diversidad nucleotidica (p; divergencia genética entre haplotipos). Estas
caracteristicas moleculares se utilizan para determinar si existen poblaciones
genéticamente distintas.

Actualmente, ningln método bioguimico 6 inmunolégico da una
identificacién clara y absoluta, debido a que las especies varian
considerablemente en sus propiedades (Ghosh y Campbell, 1988). Los
métodos que se basan en el andlisis genémico son rapidos y mas exactos
que los basados en las propiedades fenotipicas; destacando los que utilizan
sondas oligonucledtidas marcadas radiactivamente. Estas se basan en
estudiar la secuenciacion de las bases nucleotidicas de fragmentos de genes
conservados evolutivamente en los organismos. Tal es el caso del estudio de
las frecuencias genotipicas del ADNmt (haplotipos) en la secuencia del gen
16S ARNr del cual existe un numero creciente de informacion sobre la

variacion inter e intraespecifica de varias especies (Xiong y Kocher, 1991,




Cunningham et al., 1992; Bucklin ef al,, 1992, 1995, 1996). ksta técnica ha
sido ampliamente utilizada en el estudio de poblaciones de copépodos
(Bucklin y Kann. 1991; Kann y Wishner, 1996, Bucklin et al., 1992, 1995,
1996). Igualmente, se ha utilizado la secuenciacion del segmento del gen
ADNmt citocromo-oxidasa ¢ subunidad 1 (COl) en estudios para resolver las
relaciones filogenéticas entre especies morfoidgicamente similares de erizos
marinos (Berminham y Lessios, 1893; Palumbi, 1996) y de moluscos
gastropodos (Harasewych et al, 1997). Ha _sido utii también en la
diferenciacién entre subpoblaciones del erizo Strongylocentrotus purpuratus
(Edmands et al..1996), en la diferenciacién genética en especies chinas de
cangrejos del género Charybdis (Chu et al, 1999), en la divergencia y
especiacion en camarones del género Alpheus (Knowlton et al.,1999) y en el
analisis del complejo de especies del coral del caribe Montastraea annufaris
(Medina et al, 1999). El gen COIl también se ha usado en el esfudios
genéticos de poblaciones de copépodos como Tigriopus californicus (Burton
y Lee, 1994; Burton, 1998), Diaptomis leptosus (Guarnieri, 1996), Eurytemora
affinis (Lee, en prensa), Calanus finmarchicus, C. glacialis, C. helgolandicus,
Neocalanus cristatus, N. flemingeri, N. plumchrus, Pseudocalanus moulftoni 'y
P. newmani (Bucklin et al., 1999).

Resulta pertinente sefialar que se pueden obtener secuencias de
fragmentos especificos de ADN con un namero relativamente pequefio de
individuos de cada poblacién a estudiar; pero el problema es el aito costo de
los analisis, tanto en el trabajo técnico especializado, asi como en equipo y

reactivos. No obstante, la secuenciacion de fragmentos y el analisis de los




datos permiten obtener un valiosisimo contenido fino de informacion que,
dependiendo de las preguntas e hipotesis que se planteen, fa secuenciacion
del ADN puede resultar muy efectivo. De particular interés resulta la vaiiacion
del ADNmt, que ha sido utilizada para analizar los patrones geograficos de la
variacion intraespecifica en diferentes especies (Avise et al., 1987).

En el presente trabajo de investigacion, en el analisis molecular de las
distintas poblaciones del copépodo calanoide marino Acartia californiensis se
emplearon las frecuencias genotipicas del ADNmt (haplotipos} en la
secuencia del fragmento mitocondrial del gen citocromo-oxidasa ¢ subunidad
|, COIl, (Folmer et al., 1994). Existe un nimero creciente de informacion sobre
este gen, en relacion a la variacién inter e intraespecifica. De acuerdo a
Brown (1985), el fragmento COl parece estar entre los genes codificados de
proteinas mas conservadores en el genoma mitocondrial de los animales. El
analisis de la secuenciacion del fragmento COIl ha revelado la estructura
genética tanto de poblaciones de invertebrados marinos asi como de
copépodos (Burton y Lee, 1994) y erizos marinos (Palumbi, 1996).

Se ha demostrado que la variacion en la secuencia de! COl es uiil
para resolver las relaciones evolutivas entre grupos de especies muy
cercanas en una amplia variedad de taxa (Jacobs y Grimes, 1986, Avise,
1994: Brown et al., 1994: Lunt et al, 1996, Harasewych et al, 1997).
También ha sido empleado en estudios genéticos poblacionales de una
amplia variedad de organismos.

El analisis del COl es util para diferenciar especies, mientras el

analisis alozimatico es util para diferenciar poblaciones y especies (Avise.
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1994). Para la mayoria de las especies, la variacion del COl dentro de una
especie resulta ser mucho menor que la variacion entre especies, haciendo
de este gen una caracteristica sistematica molecular de diagnéstico (il L os
estudios han mostrado que la variacion de la secuencia del COl dentro de las
poblaciones de una especie son de un 1-2%, mientras que la variacion entre
diferentes especies van de un 10-20% (Buckiin et al., 1998a, 1999, 2000b).

Varios estudios sobre sistematica molecular y de genética poblacional
en copépodos calanoides y eufausidos, han mostrado la utilidad de los datos
de las secuenciaciones del COI (Bucklin et al., 1997a, 1997b, 1998a, 1999,
2000a, 2000b). Entre las especies de copépodos calanoides estudiados
estan las familias Calanidae [incluyendo, de acuerdo a Bradford (1988), 29
especies pertenecientes a ocho géneros] y Clausocalanidae [que incluyen,
de acuerdo a Frost y Fleminger (1968), al menos 28 especies pertenecientes
a seis generos).

Bucklin et al. (1999) determinaron la secuenciacion de 19 especies
pertenecientes a seis géneros de copépoedos calanoides de una region del
COl de ~650 pb. Las diferencias en las secuencias entre las especies
variaron de 8-21%; estos autores determinaron {as relaciones evolutivas
entre especies congenéricas. También permitié discriminar las poblaciones
geograficas de Calanus helgolandicus (del Mar Adriatico, Mar del Norte y
extension de la Corriente del Golfo) y C. pacificus (de la Corriente de
California y del Giro Central del Pacifico Norte).

Es importante destacar que la region seleccionada del gen COl es [0

suficientemente variable para encontrar relaciones entre los geéneros,
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mostrando ser la “columna vertebral” filogenética en relacion a la secuencia
nuclear corta mas conservadora, la subunidad 16S ARNr (region de ~350
pb), que difiere en menos del 1% entre las especies (Bucklin ef al., 1999).

En analisis sobre la variabilidad del COl entre especies de eufausidos,
pertenecientes a los géneros Stylocheiron y Nematoscelis, ha mostrado que
la regién de ~850 pb del COI claramente discrimina y revela las relaciones
evolutivas entre ocho especies (Bucklin et al., 2000b); mientras la region de
~350 pb del 16S ARNr nuclear revela relaciones entre los generos. Por otro
lado, se ha encontrado que las diferencias en las secuencias de ADN para
COl entre catorce especies pertenecientes a ocho géneros, varian de 11-
25% para COIl, mientras que para la region nuclear 16S ARNr difiere
Gnicamente en un 1%.

Todos estos estudios han demostrado que. en base a la variacion de
las secuencias del gen COI, resuita facil distinguir entre especies de
copépodos calanoides y de eufausidos. Ademas. mostro ser una herramienta
de diagnéstico molecular de rapido disefio (Bucklin et al., 1997a, 1998a,
2000a).

Existe una creciente lista de especies de copépodos a los que se ha
secuenciado el gen COl. De acuerdo al banco de datos de nucledtidos por
Internet, GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information),
de los diez 6rdenes de copépodos se han analizado el siguiente nimero de
especies: Calanoida, 49; Harpacticoida, 3, y Cyclopoida, 1 (Tabla 3.2). Para
el género Acartia, Unicamente existe |a secuenciacion de 443 pb de Acartia

tonsa (AF259662). A partir de lo anterior, en este aspecto reside la
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importancia del presente estudio y a la contribucion al conocimiento sobre la

biologia de A. californiensis.

fll.2. Materiales y Métodos
I1£.2.1. Preservacion

Se utilizé el mismo procedimiento de preservacion que para el analisis
alozimatico. Los fundamentos de los protocolos del analisis se basaron en

Paiumbi ef al. (1991) y Burton y Lee (1994).

[11.2.2. Extraccion del ADN genémico total

El ADN total para la amplificacion por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Saiki et al, 1988), se obtuvo colocando en forma
individual los organismos adultos intactos de cualquier sexo de Acartia
californiensis, los cuales fueron seleccionados a partir de muestras
congeladas a -80°C en tubos Eppendorf de 1.5 ml con 20 pl de amortiguador
para lisar con proteinasa K (ProK) (Hoelzel y Green, 1992). La proteinasa K
es una serina proteasa la cual servi para digerir las proteinas nativas y para
cortar/separar los restos carboxilicos de aminoacidos aromaticos,
hidrofdbicos y alifaticos. Los tubos se incubaron en bafio Maria a 85°C por 1
h y posteriormente a 95°C por 15 min para inactivar la ProK. La incubacién
ayudd a la ruptura celular y de la membrana de los organelos. Las muestras
se usaron inmediatamente 6 se mantuvieron a -20°C hasta su uso posterior.

De cada poblacion se tomaron de 3 a 5 individuos.
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[11.2.3. Amplificacién del ADN por PCR
Los cebadores universales que se utilizaron para la amplificacion el
fragmento del gen del ADNmt citocromo-oxidasa ¢ subunidad | fueron:

L.CO 1490 (sentido (directa)), 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3')
[Primer No. A6708D03; GIBCO BRL, Life-Technologies]

Y

HCO 2198 (antisentido (inversa)), 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3')
[Primer No. A6708D04; GIBCO BRL, Life-Technologies].

Los nGmeros se refieren a la posicion del nucledtido 5' de cada iniciador para
los filamentos ligero (L) y pesado (H) respecto a la secuencia dada por
Folmer et al. (1994) y ademas estan basados en la secuencia de Drosophila
yakuba (Clary y Wolistenholme, 1985). Los cebadores amplificaron
aproximadamente 710 pb del fragmento COI.

De un volumen final de 25 ul de cada muestra incubada se tomd 1 pl
de extracto de ADN el cuai se colocd en {ubos de 0.5 ul para PCR al cual se
le afiadieron 19.5 ul de agua esterilizada y bidestilada (ddH20) y 5 pl de la

mezcla de reaccion para PCR.

{a mezcla de reaccién para PCR se prepard con 2.5 ul 10X del
amortiguador de reaccién para PCR (el cual contiene MgCliz 15 mM), 0.5 ul
de dNTP's 10 mM (mezcia de desoxinucledtidos de trifosfatos libres), 0.5 pl
del iniciador 1 (LCO) 10 uM, 0.5 ul del iniciador 2 (HCO) 10 uM y 0.5 ul de

Taq polimerasa.
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En todas las amplificaciones se utilizd una de las muestras la cuail
sirvid como control negativo; a ésta se le anadieron todos los componentes,
excepto el extracto de ADN. De ser necesario y dependiendo del
termociclador utilizado, ya sea con bloque de calentamiento superior 6 no, a
cada mezcla se le podian arfiadir dos gotas de aceite mineral para evitar la
evaporacion. Se mezclo por vortex y se centrifugaron rapidamente a 6,000
rpm por 30 seg. Las reacciones se amplificaron en un termociclador
programable usando 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 40°C por 45 seg vy 72°C
por 1 min; el paso inicial de desnaturaiizacidon a 94°C durd 3 min y la
extension final a 72°C fue de 4 min. Los productos amplificados que se
secuenciaron se verificaron por cantidad (tamano) y calidad cargando 5 nl de
la muestra amplificada en gel de agarosa/TBE de baja fusidén al 1.5% p/v [3 g
agarosa en 200 ml 0.5X amortiguador tris borato EDTA (TBE)] y se ensayd
una electroforesis estandar por sumersion del gel por 30 mina 75V y se
tiflio con wuna solucibn de bromuro de etidio (BrEt) al 1% por
aproximadamente 30 min. La visualizacién se hizo en un transiluminador bajo
luz UV. En la primera linea de cada gel se coloco como control positivo
(estandar de tamafo molecular) el marcador ¢X174/Haelll (fago/digerido
par). Se tomd una impresion fotografica Polaroid para su registro en la
bitacora (Fig. 3.2). Las muestras amplificadas se usaron inmediatamente 6

se conservaron a -20°C hasta su uso posterior.




Ii1.2.4. Limpieza del producto de PCR

l.as muestras amplificadas que presentaron bandas claras de ADN se
limpiaron removiendo los cebadores (>99.5%) para la secuenciacion; para
llevar a cabo lo anterior, se tomaron 20 ul del fragmento del ADNmt
amplificado y se sigui6 el protocolo de extraccion del paquete de purificacion
QiAguick (Qiagen).

Una vez purificado el ADNmt, se preparo para su secuenciacion en un
sentido (inverso), para lo cual se colocaron en tubos de 200 pl {para obtener
una mezcla final de 20 ul) 8 pl ddH20, 1 ul del iniciador 2 (HCO) 3 uM, 5 pl
del fragmento de ADNmt purificado, 4 nl de la mezcla de reaccion ya
preparada (RR) del finalizador BigDye y 2 pl 5X de amortiguador para
BigDye; una vez hecha la mezcla se centrifugé a 6,000 rpm por 30 seg. La
muestra se colocé en un termociciador controlado con el siguiente perfil de
programa: 95°C por 100 seg; 50°C por 10 seg y 60°C por 4 min durante 25
ciclos; el paso inicial de desnaturalizacion a 95°C duré 3 min y la extension

final a 60°C fue de 4 min.

I11.2.5. Purificacion del producto a secuenciar

Para la eliminaciéon de los cebadores y dNTP's no incorporados
(mezcla de reaccion fluorescentes: exceso de colorantes finalizadores
BigDye), cada producto para secuenciar se limpié de acuerdo al protocolo
para la columna de limpieza para centrifuga CentriSep utilizando 0.06 g de

Sephadex G-50 y 1.5 ml ddH20. Una vez limpio el producto. la muestra se
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seco por centrifugacion al vacio utilizando el CentriVap concentrator cold trap

LABONCO.

I11.2.6. Secuenciacion del ADN en un sentido (HCO:3'-5’)

Los productos del PCR purificados fueron secuenciados utilizando el
secuenciador automatico Applied Biosystems 373 DNA Sequencer (ABI
373A), los cuales se ensayaron y analizaron en placas de gel de acrilamida
al 5% (48 x 37.3 cm) utilizando la solucion get ‘stock’ Long Ranger. Cada
secuencia se corrié por electroforesis durante 20 h a 30 W. La secuenciacion
produjo un espectro de emision fluorescente para cada base, para lo cual se
obtuvo un cromatograma de cuatro colores. Los resultados de las secuencias
por copépodo-poblacion se editaron y se incluyeron a una base de datos en

computadora.

I1.2.7. Analisis de los datos

Para el calculo de la diversidad nucleotidica (IT y =) intra e
interpoblacional y del niamero promedio de nucledtidos diferentes (m), se
generé el programa FRECNUCLE en MATLAB, de acuerdo a los

estimadores:

o2

Do
donde 7 es la proporcién de nucledtidos diferentes entre los haplotipos / e J,

y n, es el nimero total de pares de comparaciones de secuencias [n(n-1)/2]
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(Nei, 1987). La diversidad nuclectidica estandarizada por el tamafio de la

secuencia,

donde L es el tamafio de la secuencia (longitud).

Para los alineamientos de las secuenciaciones (homologias), la
generacidon de dendrogramas discretos de maxima parsimonia, la estimacion
de los porcentajes de similitud entre y dentro las pobiaciones, la busqueda de
agrupamientos robustos (significancia estadistica) por la técnica de
remuestreo Bootstrap y la determinacion de las significancias, se utilizd el
paquete de computacion PAUP 4.0 (Swofford, 1998; y distribuido por llinois
Natural History Survey, Champaign).

En la generacion de los dendrogramas de las secuencias por distancia
Euclidiana, se usé el analisis de conglomerados por el método del vecino
mas cercano (CLINK), adecuando el paquete estadistico STATISTICS.

Para la determinacion de la estructura genética poblacional se utilizé
el analisis de varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) del paquete
ARLEQUIN 2000 (Schneider et al., 2000). EI AMOVA realiza un analisis

anidado de dos vias, locus por locus, haciendo la particion de la vartanza
total observada (&) en los componentes de la varianza debidos a las

diferencias intergrupales (&), a las diferencias poblacionales dentro de los

grupos (&,) y a las diferencias intrapoblacionales (c‘rf), por medio de los

cuales se estimaron los estadisticos F de Wright (indices de fijacion) de




acuerdo a Weir y Cockerham (1984) y Michalakis y Excoffier (1996). Para

evaluar la significancia del estadistico Fgr, se uso la prueba y° de Workman
y Niswander (1970) modificada,
v =kFst

con (s-1)(n-1) grados de libertad; donde k es el numero de loci polimorficos
revelados, n es el nimerc de individuos analizados y s el numero de
localidades (poblaciones). Para el célculo exacto de los niveles de
significancia, se us® la calculadora de probabilidades del paquete
STATISTICS.

Utilizando el estadistico Fsy, se estimo el flujo genético (dispersion=
Nem) de acuerdo a la propuesta de Wrigth (1951),

Nerm = 0.25(F;' —1)

donde N, es el niumero estimado de individuos en una poblacion dada y m es
la proporcion de individuos reproductivos que migran.

La distancia genética promedio se estimd utilizando el coeficiente de
co-ancestro modificado de Weir y Cockerham (1984)

D =-In(1 - Fsr),

donde D se incrementa de manera aproximadamente lineal con el tiempo.

111.3. Resultados

Por medio del analisis molecular se logréo secuenciar una region de

660 pb del gen ADNmt COIl de 28 individuos pertenecientes a ocho




poblaciones del copépodo calanoide marino  Acartia californienesis,
distribuidas a lo largo de la costa nororiental del Pacifico con la cantidad vy
calidad adecuada de ADN. Las poblaciones y el numero de individuos de
cada una fueron los siguientes: Yaquina Bay (3), San Francisco Bay (4);
Sunset Beach (3); Marina del Rey (6); Mission Bay (4); Estero Punta Banda
(3); Laguna de Guerrero Negro (3), y Ensenada de La Paz (2).

El fragmento estudiado corresponde aproximadamente el 43% del
total del gen COl y el 4.3% del ADNmt total (Tabla 3.1).

La tabla 3.3 muestra las secuencias alineadas de ocho individuos
seleccionados aleatoriamente de cada una de las poblaciones muestreadas,;
las secuencias son de 3'-5', debido a que se amplificd en el sentido del
iniciador HCO. Asi, los nucledtidos 1 y 660 corresponden a las posiciones
2157 y 1498 complementarias de la secuencia de Drosophila yakuba (Clary y
Wolstenholme, 1985). La ubicacién de los tripletes se indican subrayandose
y, cuya traduccién de aminoacidos se hace de 5'-3".

La diversidad nucleotidica intrapoblacional (IT) de las secuencias del
COl varié de 0.0072 a 0.0162, para Marina del Rey y Laguna de Guerrero
Negro, respectivamente con un promedio de 0.134 + 0.009 e.e. (Tabla 3.4).
Respecto a la diversidad nucleotidica interpoblacional, ésta varié de
0.0081 a 0.1692, la cual correspondié a Marina del Rey-Estero Punta Banda
y Yaquina Bay-Ensenada de La Paz, promediando 0.084 + 0.011 e.e,; los
valores mas bajos se presentaron entre las poblaciones de Marina del Rey,

Sunset Beach, Mission Bay, Estero Punta Banda y lLaguna de Guerrero
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Negro; mientras las mas altas se dieron en las poblaciones de Yaquina Bay,
San Francisco Bay y Ensenada de lLa Paz (Tabla 3.4). De forma
correspondiente, este mismo patron se observa con la diversidad
nucleotidica estandarizada (r; Tabla 3.5) y el numero promedio de
nucledtidos diferentes (f, Tabia 3.6).

Las secuencias de aminoacidos codificados, basados en los 220
codones del COI, difirieron de 3-10 substituciones no sindnimas. Los sitios
que mostraron cambios {reemplazo) en la secuencia de aminoacidos fueron
14, los intercambios ¢ sustituciones fueron: laucina-isoleucina; serina-
asparaginina; isoleucina-valina; metionina-leucina; valina-isoleucina; alanina-
valina; metionina-isoleucina; metionina-isoleucina-leucina; acido aspartico-
acido glutamico; serina-alanina; valina-leucina; alanina-serina, y serina-
glicina (Tabla 3.7). En algunas de las restantes fueron reemplazos sinénimos
{(silenciosos).

La figura 3.3 muestra los resultados del analisis de parsimonia donde
se generaron 25 topologias similares. Con cien remuestreos Bootstap se
observan cuatro clados bien diferenciados, con bajos niveles de divergencia
intraclados. Las poblaciones de Yaquina Bay (Oregon) y San Francisco Bay
(norte de California) resultan ser los clados mas divergentes, con un
promedio del 23% de diferencias de pares no corregidos; las poblaciones
localizadas del sur de California a la parte central de Baja California como
son Marina del Rey, Sunset Beach, Mission Bay, Estero Punta Banda y

Laguna de Guerrero Negro, y la de Ensenada de La Paz, conformaron dos




clados adicionales menos divergentes, promediando cerca del 7%.
Adicionalmente, se observa el mismo tipo de estructuracion al aplicar el
andlisis estadistico de conglomerados por el método del vecino mas distante
(Complete Linkeage, CLINK; Fig. 3.4) de la distancia Euclidiana, el cual
presenta un coeficiente de correlacion cofenética de 0.964.

El analisis molecular de variacion (AMOVA), locus por locus, en base
a los 263 loci polimérficos revelados por las secuencias de los organismos
muestreados de Ia_s ocho poblaciones (localidades), muestra una diferencia
estadistica muy significativa (P=0.0024) entre los cuatro grupos de
poblaciones (clados), con una componente de varianza (c‘r‘f =62.68245) del
92.8%.

Se presentd un grado de diferenciacion interpoblacional dentro de ios
cuatro clados de Acartia californiensis (Fst) de 0.948 (Tabla 3.8), el cual es
muy significativo (P=0.002). La migracion estimada (flujo genético=N.m) fue
de 0.014 y una distancia genetica promedio estimada, D=2.956.

Para el clado conformado por las poblaciones localizadas al sur de
California y parte central de California (MR, SB, MB, PB, GN}, de los 53 ioci
polimérficos, no existid diferencia estadisticamente significante (P=0.1058),
se obtuvo, ademas una componente de varianza (6 =1.29243) de 26.5%
del total observado; se estimd el estadistico Fsr'= 0.265 (P=1.000;Tabla
3.9) vy el flujo génico fue Nern = 0.693. La distancia genética promedio

estimada resulto ser D = 0.0308.
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Los resultados del AMOVA para las poblaciones ubicadas al sur de
California (MR, SB, MB, PB), de los 39 loci polimérficos revelados no existio

diferencia estadistica (P=0.2629); la componente de la varianza
(6_f =0.43190) correspondid al 11.6% de la variabilidad explicada; los

resuitados mostraron un estadistico Fst = 0.116 (P=1.000;Tabla 3.10), y un
flujo génico de Nem = 1.905, ademas de una distancia genética promedio
estimada en D=0.123.

Para las dos poblaciones localizadas en los extremos norte y sur de la
distribucion geografica de A. californiensis (YB, LP), de los 183 loci
polimorficos resultantes, el AMOVA mostré una diferencia estadistica muy
significativa (P=0.0037) la cual corresponde al 96.5% de la variabilidad total
observada entre estas localidades; por otro lado, el valor del estadistico fue
Fsr = 0.965 (P<<0.001;Tabla 3.11) y un flujo génico Nem = 0.009. La
distancia genética promedio estimada fue de D=3.352.

Para el caso de las dos poblaciones localizadas al extremo norte (YB,
SF), el andlisis AMOVA muestré una diferencia altamente significativa
(P<<0.001), que representd un 95.7% de la variabilidad total; el estadistico
Fsr = 0.957 (P<<0.001;Tabla 3.12) y un flujo genético Nern = 0.011. La

distancia genética promedio estimada fue, D=3.147.

il.4. Discusidén

El analisis de secuenciacion del ADNmt en el gen COl mostro

suficiente poder de resolucidn para determinar la variacidn molecular vy
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distinguir las diferencias entre las poblaciones geograficas del copépodo
calanoide marino Acartia californiensis en la costa del Pacifico Nororiental.

Los resultados son concuerdan con otros estudios en los cuales se
han utilizado el gen CQOI para analizar la variabilidad entre poblaciones de un
copépodo harpacticoide (Burton y Lee, 1994), entre especies de insectos
(Brown ef al., 1994; Juan et al., 1995; Pederson, 1996, Stauffer et al., 1997} y
en un diverso grupo de invertebrados (Folmer et al, 1994); aunque la
cantidad de diferencias en las secuencias asociadas con i{as comparaciones
de las especies difirieron entre los taxa estudiados.

La sistematica tradicional en los copépodos contiene una gran
cantidad de grupos de especies emparentadas las cuales presentan
caracteristicas morfologicas apenas perceptibles y que de manera rutinaria
las hace muy dificil de distinguir, como lo son las especies hermanas. Por
otro lado, es muy probable que se presenten especies cripticas las cuales
son especies con caracteristicas genéticas divergentes, pero sin una
considerable diferenciacion morfologica.

En estudios sobre la filogenia del genero Greya (Lepidoptera:
Prodoxidae), Brown et al. (1994) encontraron una notable congruencia entre
la variabilidad en las secuencias de COIl y COIl, con los analisis cladisticos
empleando los datos de caracteristicas morfoldgicas. No obstante, la
variacion de las secuencias dentro de cada especie, en particular, la
secuencia del COI, ha resultado tener un valor taxonémico en la sistematica
a nivel molecular porque es util para la identificacion y discriminacion de

especies con aparente ausencia de rasgos O caracteres morfolégicos
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distintivos (Bucklin ef al,, 1999). El cuidadoso disefio de los cebadores ¢
cebadores oligonucledtidos resuita ser ahora una valiosa metodologia de
analisis con valor taxondémico para bidlogos, ecologos y oceanografos.

Dos estudios recientes han demostrado la utilidad del estudio de la
sistematica molecular en copépodos planctdnicos marinos. Bucklin et al.
(1995, 1997) muestran la diferenciacion entre Pseudocalanus moultoni y P.
newmani como especies hermanas. En otro, Bucklin et al. (1996) reveiaron
que en el océano Atlantico _norte, Nannocalanus minor resulté ser dos
especies distintas y no una, por lo cual se les difiere actualmente como
especies cripticas.

En teoria, el grado de resolucion de la estructura genética pbblacional
deberia ser mas sensible con la presencia de un ntumero de haplotipos
moderadamente abundante. Si esto no se presenta, como es el caso de la
presente investigacion, el analisis se limita al estudio de las sustituciones de
bases, considerados loci, que exhiben un nivel de variabilidad alto
(polimorfismo) que, de acuerdo a Excoffier ef al. (1992), no viola ninguno de
los supuestos de la teoria genética poblacional. Asi, el analisis AMOVA
aplicado en este estudio reveld una fuerte estructuracion entre las ocho
poblaciones de Acartia californiensis estudiadas en la costa nororiental del
Pacifico (P=0.002; Tabla 3.8), entre las ubicadas en los extremos norte
(Yaquina Bay, Oregon) y sur (Ensenada de La Paz, Baja California Sur) de la
distribucion geografica de la especie (P<<0.001;Tabla 3.11), y entre las dos
del extremo norte (Yaguina Bay, Oregon; San Francisco Bay, California)

[P<<0.001;Tabla 3.12]; aspecto que claramente se muestran en los
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dendogramas heuristicos de maxima parsimonia y de agrupamiento por
distancias (Figuras 3.3-4), con los cuatro clados revelados. No asi entre las
poblaciones localizadas al sur de California-centro de Baja California (Marina
del Rey, Sunset Beach Marina, Mission Bay, California: Estero Punta Banda,
Baja California y Laguna de Guerrero Negro, Baja California Sur)
[P=1.000;Tabla 3.9}; incrementandose muy poco cuando se elimina la
informacion de los individuos de la Laguna de Guerrero Negro
(P=1.000;Tabla 3.10).

El analisis bootstraping por maxima parsimonia con 100 remuestreos
determind una significancia para el nodo de distincion del 100% para
Yaquina Bay, San Francisco Bay y Ensenada de La Paz con respecto a las
otras; 100 % para Marina del Rey-Sunset Beach Marina-Mission Bay-Estero
Punta Banda-Laguna de Guerrero Negro respecto a las otras; y del 50% para
Laguna de Guerrero Negro dentro de este ultimo clado.

Basados en el estadistico de la estructura genética, Fsr, se estima que
el nimero promedio de individuos que migran entre dos.poblaciones por
generacion (N.m), presenta valores mayores a 1 los cuales son tipicos de
especies con un “alto flujo genético”; con base a estos valores, es probable
que tiendan a ser geneticamente homogéneos debido a la ausencia de
fuerzas que contraactuen, por otro lado, es posible que nulifique la deriva
génica debido a que se introducen genes nuevos a ia poblacion. Aungue las
fuerzas contraactuantes, como la seleccion diferencial, puede ser muy
intensa, es probable que mantenga la diferenciacion poblacional en

presencia de un flujo genético con Nem = 1.
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En el caso de Acartia californiensis, el clado con una significante
homogenizacién, denominado sur de California y centro de Baja California,
mostré un flujo genético (Nem) de 0.693 y 1.905, con la presencia y ausencia
de la poblacion Laguna de Guerrero Negro, respectivamente. No es asi para
el resto de los clados con Nem = 0.009 entre Yaquina Bay y Ensenada de La
Paz, y Nern = 0.011 entre Yaquina Bay y San Francisco Bay.

Al hacer una comparacion de la diversidad nucleotidica
interpoblacional no estandarizada con la especie congenérica Acartia fonsa
por la amplificacion de la secuencia de la region mitocondrial 185 ARNr de
200 pb, de poblaciones estuarinas de la costa atlantica de EE.UU. (Caudill,
1995: Bucklin et al., 1998b), ésta varidé de 0 a 0.0572, con un promedio de
0.0243 para todas las poblaciones; en la presente investigacion, A.
californiensis resulté ser variable, con un rango de 0.0072 a 0.1692, y con un
promedio de 0.134 + 0.009 e.e. para todas las poblaciones.
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lI1.6. Figuras y Tablas

Wo®

Figura 3.1. Modelo del mapa genético det ADNmt del claddcero Daphnia pulex (Crease, 1999).
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Figura 3.2. Deteccion de cantidad y catidad del gene ADNmt COI por electroforesis en gel de
agarosa teflido con bromro de etidio y fotografiado bajo iluminacion UV. De izquierda a
derecha: 1) control positive 6X174/Haelll; 2) SB21; 3) YB22; 4) MR23; 5) MR25; 6) SB22;
7) SB24; 8) LP22; 9} LP25; 10) YB21; 1 1) YB24, y [2) control negativo (iiitima aplicacién). En
negritas se indican las muestras seleccionadas.
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Figura 3.3. Arbol filogenético propuesto para las poblaciones estudiadas del copépodo calanoide Acartia californiensis
de 1a costa nororiental del Pacifico, con base a la secuenciacion del gene ADNmt COL Los nombres indican la secuencia
de la poblacion y el niimero refiere al organisino. La longitud de las ramas representa el numero relativo de sustituciones

— PB (4)
L PB (11)
L MR (54)
L MR (53)
-MB (24)
‘MR (24)
LMR (21)
__PB (13)
MR (51)
- MR (52)
L MB (23)
~SB (52)
L w8 (25)

SB (51)
‘{_ESB (23)
MB (11)

___GN (31)

GN (32)
GN (33)

0.14

SF (25)
SF (24)

—

0.05 de tasa de cambio

—LP (23)

L—LP (24)

{cambies). Las lineas gruesas revelan el valor de la significancia Bootstraping +93%.
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Tabia. 3.1. Organizacion del genoma mitocondrial det claddcero Dapfinia pulex. En negritas s¢ muestra el

wene estudiado en este trabajo de investigacion (Crease. 1999).

Gene __Principia  Termina Longitud Inicio Fin
TARN'® i 64 64

TARNE" 66 133 68

TARNME 134 197 64

ND2 198 1185 988 ATG T--
TARN'™ 1186 1251 66

LARNCYS 1253 1316 64

LARN™" 1328 1391 64

COI 1397 2934 1538 ATTA T--
tARNSY

(UUR) 2935 3002 68

COII 3004 3682 679 ATG T--
tARNYYS 3683 3752 70

LARNASP 3757 3821 65

ATPasa8 3821 3982 162 GTG TAG
ATPasab 3976 4649 674 ATG TA -
COIII 4650 5438 789 ATG TA -
tARNSY 5439 5499 61

ND3 5500 5852 353 ATT TA -
tARNA? 5853 5918 66

tARNAO 5920 5984 65

EARNAS 5985 6051 67

EARNSE

(AGN) 6052 6116 65

EARNCW 6117 6184 68

tARNF® 6184 6249 66

ND5 6250 7957 1708 ATG T--
TARNHis 7952 8015 64

ND4 8016 9336 1321 ATG T--
ND4l 9339 9614 276 ATT TAA
LARNTY 9664 9710 65

tARNP™ 9711 9775 65

ND6 9778 10290 513 ATT TAA
CytB 10298 11431 1134 ATG TAA
LARNZ®

(UCN) 11432 11500 69

ND1 11491 12426 936 ATG TAA
tARNY

(CUN) 12430 12496 67

LSU rARN 12506 13819 1314

EARNY# 13821 13892 72

SSU rARN 13892 14644 753

Region Control 14645 15333 689

Total 15280
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labla 3.2. Espectes de copépodos a los que se ha secuenciado el gen COL de acuerdo al banco de datos de nucleotidos
por intemet. GenBank del NCBI (Natienal Center tor Biotechnelogy [ntormation)

Calanoida
Acartidae
Acartia
Ac¢aria fonsa
Calamdae
Calanoides
Cafanoides acutus
Calanoiges macrocarinatus
Calanus

Calanus ausiralis
Calanus chilensis
Calfanus finmarchicus
Calanus glacialis
Calanus helgolandicus
Calanus hyperboreus
Calanus marshailae
Calanus pacificus
Calanus simiflimus
Calanus sinicus
Cosmocalanus
Cosmocalanus danvini
Clenccalanus
Ctenocalanus citer
Ctenocaianus vanus
Mesocalanus
Mesocalanus tenuicornis
Nannocalanus
Nannocalanus minor
Neocalanus
Neocalanus cristalus
Meocalanus flemingen
MNeocalanus plumchrus
Neocalanus tonsus
Undinuta
Undinula vulgaris
Centropagidae
Centropages
Cenlropages hamatus
Clausccalanidae
Clausocalanus
Clausocalanus arcuicorns
Clausocalanus brevipes
Clausocalanus farrani
Clausocafanus furcatus
Clausocalanus ingens
Clausocalanus jobel
Clausocalanus laticeps
Clausocalanus lividus
Clausocalanus mastigophorus
Clausocalanus minor
Clausocalanus parapergens
Clausocalanus pauvlulus
Clausocalanus pergens
DOrepanopus
Drepanopus forcipatus
Pseudocalanus
Pseudocalanus acuspes
Pseudocalanus elongalus
Pseudocalanus minutus
Pseudocalanus mouiton:
Pseudocalanus newman!
Pseydocalanus sp. Oceanus 341
Euchaetdae
Euchaeta
Euchaela aculifrons
Paraeuchaeta
Paraeuchaeta norvegica
Metndimdae
Gaussia
Gaussia sp. MBARI
Metndia
Metridia fucens
Scolecithnicidae
Scotecithricella
Scolecithncella minor




Harpacticoida
Canuellidae
Coullana
Couitana sp. RFF-2001
Cletodidae
Cletocamplus
Cletocamplus deitersi
Cletocamptus helobius

Harpactidae
Tigriopus
Tigriopus californicus
Tigriopus fulvus
Cyclopoida
Qithonidae
Qithepa

Qithona nana

http:/Awvww._nchi nlm. Sweetorg mode=Tree&id=6835&1v [=3&keep=I1&srchmode=1&unloc
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Tabla 3.1. Diversidad nucleotidica ([T) intra ¢ interpoblacionales de Acartia californiensis.

YB SF MR SB MB PB GN LP
YB 0.0081
SF 0.1392 0.0111
MR 0.1023 01215 0.0072
SB 0.1258 0.1325 0.0110 0.0141
MB 0.1178 0.1324 0.0091 0.0131 0.0119
PB 0.1235 0.1327 0.0081 0.0141 0.0114 0.0101
GN 0.1261 0.1298 0.0149 0.0193 0.0185 0.0183 0.0162
LP 0.1692 0.1602 0.0785 0.1098 0.0989 0.1108 0.1123 0.0152
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Tabla 3.5. Diversidad nucleotidica estandarizada (51} intra e interpoblacional de Acartia californiensis.

YB SF SB MR MB PB GN LP
YB 0.0000125
SF 0.0002109 6.0000163
SB 0.0001906 0.0002008 0.0000214
MR 0.0001550 0.0001842 0.0000167 0.0000109
MB 0.0001785 0.000200F 0.0000199 0.0000138 0.0000179
PB 0.0001872 0.0002010 0.0000214 0.0000122 0.0000173 0.0000155
GN 0.0001910 0.0001966 0.0000292 0.0000226 0.0000279 0.0000277 0.0000245
LP 0.0002564  0.0002427 0.0001664 0.0001189 0.0001498 0.0001678 0.0001701 0.0000229
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Tabla 3.6. Namero promedio de nucledtidos diferentes (/) intra € interpoblacionales de Acartia californiensis.

YB SF SB MR MB PB GN LpP
YB3 3
SF 92 7
SB 83 87 9
MR 67 80 7 3
MB 78 87 9 6 3
PB 82 38 9 3 8 7
GN 33 30 13 10 12 12 [
LP 112 106 73 52 63 73 74 10
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Tabia 3.9. Analisis molecular de variacion (AMOVA) locus por locus con base a los 23 loci polimérficos det fragmento del
gen ADNmt, COI, de las cinco poblaciones (Sunset Beach Marina. Marina del Rey. Mission Bay, Estero Punta Banda y
Laguna de Guerrero Negro) de Acartia californiensis localizadas al sur de Califoria-centro de Baja California.

Fte. Var. SC zl CM 3 P Comp. Var % Var. Est. ¥
Entre localidades 33.539 4 8.395 2.339 0.1058 »ns 1.29243 26.5 For =0.265 ns
Dentro de

localidades 50.250 14 3.589 3.53929 73.5

Total 83.789 18 488171 100.0

Fle. Var.. Fuente de variacion: SC. suma de cuadrados: g./.. grados de libertad: CH. cuadrado medio: F. razon de varianzas: P. nivel de
significancia: Comp. Vir.. componente de varianza: % Var. porcentaje de la variabilidad: Est. £, estadistico Fr Fy. grado de
diferenciacion genédtica entre poblaciones: ss. no significativo («=0.01).




Tabla 3.10. Analisis molecular de variacion (AMOVA) locus por locus con base a los 39 loci polimorfices encontrados en
las secuencias PCR del fragmento del gen ADNmt. COL de las cuatro poblaciones (Sunset Beach Marina, Marina del Rey,
Mission Bay y Estero Punta Banda) de dcartia californiensis localizadas al sur de California.

Fte. Var. SC gl CM F P Comp. Var % Var. Est. FF
Entre localidades 14917 3 4.972 1.507 0.2629 ns 0.43190 11.6 Fyr=0.116 ns
Dentro de

localidades 39.593 12 3.299 3.29861 88.4

Total 54,300 13 3.73051 100.0

Fte. Var.. Fuente de variacion: SC. suma de cuadrados: g /.. grados de libertad: CM. cuadrado mediv: F. mzon de varianzas: P. nivel de
significancia: Comp. Var. componenle de varianza: " Var., porcentaje de la variabilidad: Est £l estadistico . Fyn grado de
diferenciacion gendtica entre poblaciones: #s. no significativo («=0.01).
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Tabla 3.11. Analisis molecular de variacion (AMOVYA) locus por locus con base a los 180 loci polimorficos del fragmento
del gen ADNmt. COl. de las dos poblaciones mas distantes (Yaquina Bay, Oregon-Ensenada de La Paz, Baja California
Sur) del copépodo calanoide marino Acartia californiensis.

Fte. Var. SC el CM F P Comp. Var % Var, Est. F
Entre focalidades ~ 203.400 1 203.400 67.3 0.0037 **  83.50001 96.5 Fyr=0.965 ¥%*
Dentro de

localidades 9.000 3 3.000 3.00000 3.3

Total 212.400 4 86.49999 100.0

Tte. Var. Fuentc de vanacion: SC. suma de cuadrados: ¢./.. grados de libertad: CM. cuadrado medio: F. razdn de varianzas: P. nivel dc
significancia; Comp. Var.. vomponente de varianza: %o Var. porcentaje de la variabilidad: Est. £ estadistico /1 Fyr. grado de
diferenciacion gendlica entre poblaciones: **. muy significative («=0.01): ***, altamente signiticativo (¢ << 0.001).
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CAPITULO IV

ANALISIS DE INTER E INTRACRUZAMIENTO ENTRE DOS
POBLACIONES DE Acartia californiensis

IV.1. Introduccion

La determinacion del grado de aislamiento reproductivo en organismos marinos
como los copépodos, por medio de experimentos de cruzamiento, son escasos debido
a la dificultad de mantenerlos en condiciones de laboratorio (Carrillo-Barrios-Gomez et
al., 1974). Battaglia (1956) realizd experimentos exitosos de cruzamientos entre
poblaciones alopatricas del copépodo harpacticoide Tisbe reticulata provenientes del
Reino Unido y la Laguna de Venecia. Este tipo de experimentos también se han
realizado entre poblaciones de Tigriopus fulvus (Bozic, 1960); asi como intentos fallidos
entre poblaciones del copépodo calanoide Acartia clausi del Atlantico y del Pacifico
(Carrillo-Barrios-Goémez et al., 1974). Mas recientemente, Burton (1986, 1987, 1990),
Burton y Feldman (1981) y Burton et al. (1979), han realizado estudios combinados de
genética y cruzamientos entre poblaciones del copépodo harpacticoide Tigriopus

californicus.




A partir de que Acartia californiensis es una especie de copepodo calanoide el
cual es endémico de la costa del Pacifico Nororiental, ya que ha sido reportada
unicamente en las partes mas internas de cuerpos de aguas costeros, sin un registro
que la ubique en mar abierto, se plantea la siguiete interrogante: ¢ Como mantiene esta
especie su identidad e integridad como una unidad biologica? Trujillo-Ortiz et al. (1995)
y en el presente trabajo (Capitulos [l y lll). Se ha demostrado que las dos poblaciones
geograficas cercanas, el Estero Punta Banda, Baja California, México y Mission Bay,
California, EE.UU., son homogéneas y genéticamente similares. Esta considerable
similitud se explica por la existencia de un alto flujo genético, muy probablemente dado
a la dispersiéon pasiva de los huevos diapausicos ¢ de reposo, por las corrientes
marinas.

Aunque los analisis genéticos pueden ser una rapida y confiable demostracion de
la identidad entre las poblaciones, la prueba definitiva de una especie, como lo ha
sefialado Mayr (1979), es la habilidad de producir progenitores fértiles. Asi, en el
presente nivel de estudio la finalidad fue la determinacion del grado de fertilidad entre

estas dos poblaciones.

IV.2. Materiales y Métodos

Los detalles de la metodologia para la recoleccion de las muestras del Estero
Punta Banda y Mission Bay, que en lo sucesivo son designadas como PB y MB,
respectivamente, se encuentran en el capitulo | de este trabajo y en Trujillo-Ortiz et al.
(1995). Es necesario indicar que la distancia entre los dos lugares de colecta es de

aproximadamente 125 km.
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Los copépodos tomados de los lugares de estudio fueron concentrados en
matraces de 50 ml y transferidos posteriormente a cajas de Petri; se les anadio unas
cuantas gotas de solucion marina al 1% de MS-222 (metanosulfonato de tricaina), para
disminuir la actividad de los organismos durante la seleccidn por sexos, observandolos
con un microscopio estereoscopico. El tamafio promedio de las hembras fue de 1.008
mm vy el de los machos fue de 0.859 mm. Una vez sexados los copépodos, éstos se
transfirieron de las cajas de Patri a viales esterilizados de 25 ml. Los viales contenian
20 ml de agua de mar filtrada a través de filtros de 1 um vy tratada con juz UV, como
alimento se uso /sochrysis tahitiana en una concentracion ~2x10* celsml™”. El manejo
de los copépodos se efectud cuidadosamente por tension superficial con la ayuda de
microagujas entomolégicas No. 000 fijadas a delgadas varillas de bambu. Cada dos
dias de les aportd unos cuantos mililitros de /. tahitiana.

Para las cruzas intrapoblacional (el orden de las iniciales representan, a los
machos de una localidad y hembras de la otra) se seleccionaron hembras y machos de
la misma localidad con diez repeticiones. Para las cruzas interpoblacionales se
realizaron 30 repeticiones. Debido que Acartia californiensis presenta, de acuerdo a
Trujitlo-Ortiz (1990), un periodo corto de vida, los experimentos se realizaron en un
lapso de una semana a temperatura ambiental (18 + 2°C). Los organismos de cada vial
experimental se vaciaban en cajas de Petri de vidrio y, bajo el microscopio
-estereoscopico, se cuantificod el nimero de nauplios vivos presentes.

Para el desarrollo y crecimiento de los progenitores Fy, los cuales fueron
producto de las intra e intercruzas de A. californiensis, fueron respectivamente

mezclados como PB-PB, MB-MB, PB-MB y MB-PB. Estos fueron vaciados a vasos de
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_precipitado de 1000 ml que contenian agua de mar filtrada a 1 um y tratada con fuz UV,
en cada vaso habia aproximadamente un organismo por cada 10 ml. Se les alimento
hasta el décimo dia, Isochrysis tahitiana a una concentracion de aproximada de 4x10°
celsml”'; debido a que los requerimientos nutricionales de los organismos, desde el
undécimo dia hasta el final del experimento, se les did una mezcla en partes iguales de

| tahitiana y Tetraselmis sp. a una concentracion de ~5x10* celsml™. Utilizando un sifén
provisto con un tamiz de 4 um de luz de malla, de cada vaso de precipitado cada tercer

dia se recambiaban 560 m! de agua de mar y alimento fresco. La temperatura ambiental
fue de 18°C + 2°C, y se mantuvo a los organismos en estas condiciones por un periodo
de 20 dias.

Para probar la viabilidad de la generacion F», se utilizaron los copépodos adultos
de la generacion Fy producidos, bajo las mismas condiciones experimentales usadas en
F1, y en cada caso se montaron cinco réplicas. Ei periodo experimental para las cruzas
fue de una semana. El disefio para el ensayo de las cruzas intra e interpoblacionaies
fue el siguiente: PBPB-PBPB y MBMB-MBMB, y PBPB-MBMB, MBMB-PBPB, PBMB-
MBPB, MBPB-PBMB, PBMB-PBPB, PBPB-PBMB, PBMB-MBMB, MBMB-PBMB,
MBPB-PBPB, PBPB-MBMB, MBPB-MBMB, MBMB-MBPB, PBMB-PBMB y MBPB-
MBPB, respectivamente.

En la eleccidn de las hembras en todos los ensayos se puso especial cuidado
para evitar la fertilizacion previa al inicio de las pruebas de fertilidad; para esto se
seleccionaron en estadio CV y se mantuvieron en forma separada hasta su maduracion
para que copularan con el macho experimental. En cada experimento se uso una

proporcién de sexos de tres machos por hembra.




IV.3. Resultados

Tanto los datos de los experimentos Fy como F,. resultaron ser estadisticamete
normales y homocedasticos (P>0.05) aplicando, respectivamente, las pruebas de

Kolmogorov-Smirnov y Bartlett (Sokal y Rohlf, 1981). Con el propésito de encontrar
cualquier diferencia significativa en el nimero promedio de progenie viva (nauplios)
entre las cruzas intra e interpoblacionales, se aplicé una prueba ANOVA | de
comparaciones planeadas (a prior).

No se encontrard evidencia alguna que demostrara diferencias estadisticamente
significativas entre las grogenies F; intra e interpoblacionales (P=0.272), ni entre los
controles (P=0.568). Sin embargo, si se demostré la existencia de la diferencia
significativa entre los productos de las cruzas interpoblacionales (£<0.001), con un
nimero promedio de progenie viva mayor para el experimento PB-MB (Tabla 4.1).

Los resultados de los ensayos con la generacion F, (Tabla 4.2) no mostraron
diferencias significativas entre los productos intra e interpoblacionales (P=0.287), asi
como tampoco entre los organismos resultantes de las cruzas interpoblacionales
(P=0.547). El ANOVA simple entre las cruza, con excepcion de los controles, no mostro

diferencia significativa (Fise4=1.099, P=0.375).

IV.4. Discusidn
El concepto bioldgico de especie propuesto por Mayr (1979) es aplicable a las
poblaciones de A. californiensis de PB y MB estudiadas en el presente experimento. No

obstante de que existen diferencias estadisticamente significativas en el numero
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_promedio de progenie viva, los resultados en el porcentaje de pares productivos vy la
viabilidad de la generacion Fy hasta su reproduccion resultante en la Fz y su tasa de
supervivencia, hacen evidente de que se trata de una sola especie.

Al considerar las caracteristicas bioldgicas de las especies, el grado de
aislamiento reduccién de A. californiensis al menos en su estado aduito, sea
probablemente atribuido a su confinamiento exclusivo a los cuerpos de agua costeros.
Debido a que ésta especie produce huevos diapausicos (Johnson, 1980; Grice y
Marcus, 1981), se ha postulado una dispersion pasiva por el flujo mareal y las
corrientes marinas, y la eclosién de los huevos como requisitos necesaﬁos para el exito
frente a la seleccion natural (Hedgecock, 1986), permitiendo asi el desarrollo de la
siguiente generacién de progenie y la homogenizacion del reservorio genetico que e
confieren su identidad como especie.

Aunque sin comprobar, se ha inferido o sugerido que tal identidad esta dada por
el flujo de los huevos diapausicos; por lo que el presente experimento pudiera apoyar
tal hipdtesis, ya que es aceptado que para probar la existencia de dos especies
separadas es suficiente demostrar su incompatibilidad reproductiva (Mayr, 1979). En
este trabajo se encontrd la evidencia contraria, confirmando un nivel apropiado de exito
reproductivo intraespecifico (Ayala y Kiger, 1984).

El alto numero de individuos generados en las cruzas interpoblacionales de A.
californiensis (PB y MB), comparados con los controles, corrobora la hipdtesis de que
se trata de una sola especie. Asi. se demuestra que existen similitudes entre las
poblaciones estudiadas en base a los grados de viabilidad de la progenie producida.

No se tomaron precauciones para prevenir los posibles efectos del canibalismo

que pudieran presentar los adultos de A. californiensis sobre huevos y nauplios, tal
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~como se ha observado que ocurre con A. fonsa, especie congenérica omnivora
(Lonsdale et al., 1979). Seria interesante conducir experimentos para investigar si los

adultos de A. californiensis presentan tal comportamiento depredador.
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V.6, Figuras y Tablas

Tabla 4.1. Analisis estadistico de la progenie viva del experimento para Fy de dcartia californiensis; razon de sexo 3MiiH.

Experimento  Promedio + ¢.c. No. Progenie ANOVA 1 planeado
M-H repeticiones
PB-PB 29.00 £ 5.83 10 N ! 1 0
MB-MB 24.00 +5.23 o N 1 -1 0
PB-MB 40.73 = 4.00 30 S -1 0 i
MB-PB 23.40 £ 3.33 30 S -t 0 -1
Fiu =1 223, Fii2=0.329. Fii-=11.874.
P=0272ns P=0.368 ns P<0.001¥+*

Estadisticos. . razén de varianza. c.c.. error estandar: ns. no significativo; ***, 0.0001<F<0.001. M. macho: H. hembra: PB.
Estero Punta Banda: MB. Mission Bay: e.e.: N. no: S, si.




Tabla 4.2. Resultados det analisis estadistico para la progenie viva de las 16 combinaciones de cruzas de
Acartic californiensis para el experimento F»: razén de sexo 3M:1H.

Experimento Promedio * ¢.e. No. Progenie ANOVA [ planeado
M-H repeticiones
PBPB-PBPB 32.20 + 440 5 N 7 !
PBPB-MBMB 4120+ 11.18 5 S -1 0
PBPB-PBMB 2440+ 973 3 S -1 0
PBPB-MBPB 2320+ 1046 3 5 -1 0
MBMB-PBPB 28.00+ 4.93 5 5 -1 0
MBMB-MBMB 2540z 4.94 b N 7 -1
MBMB-PBMB 30.00 £ 9.18 3 S -1 0
MBMB-MBPB 9.60 + 6.28 3 S -1 0
PBMB-PBPB 27.00£12.93 3 S -1 0
PBMB-MBMB 19.20 + 591 5 S -1 0
PBMB-PBMB 17.20 = 8.06 5 S -1 0
PBMB-MBPB 18.60 + 7.26 5 S -1 0
MBPB-PBPB 2220+ 7.75 3 S -1 0
MBPB-MBMB 16.80 + 6.08 3 S -1 0
MBPB-PBMB 2740+ 577 5 S -1 0
MBPB-MBPB 8.20 % 6.02 3 S -1 0
Fi=1.154, Fi=0.367.
P=0.287 ns P=0347ns

Estadisticos: F. razon de varianza: c.c.. error estandar: ns. no signiticativo. M. macho: tl hembra: PB. Estero Punta

Banda: MB. Mission Bayv: N. no: S. si.




CAPITULO V

DISCUSIONES Y CONCLUSIONES GENERALES

V.1. Discusiones

A través del polimorfismo alozimatico de un solo locus, como lo han revelado las
poblaciones de Acartia californiensis estudiadas para PGI-1, no se hace evidente la
relacion interpoblacional; sin embargo, esto se logré por medio de la secuenciacidon del
fragmento de ADN mitocondrial COl. Existen dos posibles razones: (1) un bajo poder de
resolucion de la electroforesis proteinica, y (2) la seleccion natural a un locus ha
favorecido el mantenimiento alozimatico polimoérfico de las poblaciones.

De acuerdo a Parker ef al. (1998), para tener una minima confianza estadistica,
en muchos de los estudios alozimaticos se requieren al menos 10-20 loci polimorficos
con ai menos dos alelos con una frecuencia minima de 0.05. Dasafortunadamente, tal
como es el caso de Acartia californiensis, algunas especies son monomorficas para la
mayoria de |las alozimas ensayadas.

Estrechas especies endémicas y otras que han experimentado efectos de cuello
de botella frecuentemente carecen de loci polimorficos (Barrett y Kohn, 1991). En

algunos casos, aun en especies ampliamente distribuidas y con una aparente




variabilidad genética en los caracteres morfologicos, pueden ser monomorficos para
todos & la mayoria de las alozimas (Mashburn et al., 1978). Asi, a menudo uno se
encuentra con especies donde las alozimas no pueden usarse como marcadores
genéticos.

Otra limitacion de usar las alozimas como marcadores genéticos es que pueden
diferir en las funciones metabdlicas (Mitton, 1989). Es probable que los resultados aqui
obtenidos evidencien la hipotesis de un patron de amplia escala de alelos alozimaticos
que son mantenidos por la seleccion.

Con mas de 25 afios de investigacion, ain no resuita claro si los loci alozimaticos
son el blanco de la seleccion 6 si existen otros loci en contacto directo con las alozimas
que estan bajo ella (Mitton, 1998).

La importancia del polimorfismo molecular en la adaptacion de los organismos a
medios ambientes heterogeneos ha sido un controvertido tema en la biologia evolutiva.
Aunque el polimorfismo puede ser una fase temporal en la evolucion molecular y de
poca significancia adaptativa (Kimura y Ohta, 1971), la diversidad ambiental y la
estabilidad pueden jugar un papel importante en el mantenimiento de muchos
polimorfismos genéticos (Hedrick et al., 1976; Powell y Taylor, 1879).

El flujo y la deriva genética son igualmente afectados por los loci neutrales,
mientras que la seleccién a un locus especifico. Las alozimas suelen representar un
papel selectivo en la diferenciacion del habitat (Dufresne et a/., 2002).

La comparacion de la estructura genética de un loci putativo seleccionado, con
los obtenidos de un loci mas neutral como el ADN mitocondrial, es la mejor manera de
investigar el papel de la seleccion en la variabilidad alélica (Lewontin y Krakauser,

1973).




Existe un buen nimero de investigaciones en diversas especies marinas que
apoyan el papel del mantenimiento de la seleccidn por polimorfismo genetico en loci
alozimaticos’ seleccion a la temperatura en el locus lactato deshidrogenasa (LDH) en el
pez Fundulus hetroclitus (DiMichele y Powers, 1982; VanBeneden y Powers, 1989;
Powers y Schulte, 1998), seleccion de la osmoregulacion en leucin-aminopeptidasa
(LAP) en el mejillon azul Mytilus edulis (Koehn et al., 1980; Hall, 1985; Koehn y Hilbish,
1987 Silva ef al., 1989), diferencias en la aptitud entre variantes genotipicas del locus
glutamato-piruvato transaminasa (GPT) en y entre poblaciones del copepodo
harpacticoide intermareal Tigriopus californicus, que experimenta grandes fluctuaciones
en la temperatura y la salinidad (Burton y Feldman, 1983), seleccion a la temperatura
por manosa-6-fosfato isomerasa (MPI) en el balanus Semibalanus balanoides (Schmidt
y Rand, 1999), y en fosfoglucosa isomerasa (PGIl) en anfipodos del género Gammarus
(Patarnello ef al., 1989; Patarnello y Battaglia. 1892) y en la anemona marina Metridium
senile (Hoffman, 1981, 1983; Zamer y Hoffman, 1989).

Se ha descrito una situacién similar en la adaptabilidad térmica diferencial de PGI
en las capacidades de vuelo de la mariposa del genero Colias (Watt et al., 1983), en
plantas de la especie Clarkia (Jones et al.. 1986) y evidencias indirectas en algunas
poblaciones Antarticas de Euphausia crystalforophias y E. superba (Kuhl vy
Schneppenheim, 1986; Fevolden, 1988).

La historia de la genética poblacional se ha caracterizado por la lucha en
entender la variabilidad existente en las poblaciones (Lewontin, 1974). Se han
desarrollado una gran cantidad de modelos tedricos simples para la segregacion
Mendeliana, mutacion, migracion, deriva génica, endogamia y muchos de los patrones

de seleccion, como la variabilidad (Marks y Ptak, 2000).




En particular, las discusiones sobre el mantenimiento microevolutivo de la
variacidén genética se han establecido como resultado del polimorfismo por la ventaja de
los heterocigotos a la aptitud. Pero esto no es lo suficientemente robusto. Las
condiciones analiticas para el mantenimiento de tres ¢ mas alelos, como resultado
unicamente de la seleccion, es mucho mas complicado que para dos alelos (Hartl vy
Clark, 1989).

En base al polimorfismo observado para PGI-1, es probable que en las
poblaciones estudiadas de Acartia californiensis la salinidad puede ser un importante
agente selectivo. Se observa una fuerte continuidad geografica promedio en la
distribucién de PGl como una probable consecuencia del efecto de la seleccion en la
configuracion del patréon de adaptabilidad a gran escala.

De cualquier manera y de acuerdo a Sévigny y Odense (1985), existen ciertos
problemas en el estudio de polimorfismos proteinicos de animales de especies
diminutas como es la obvia limitacion de tejido para la extraccion de enzimas
especificas, que para poder detectarlas se requiere que el nivel de actividad sea mucho
mayor que la actividad total presente. Como se debe usar todo el organismo,
consecuentemente el extracto contiene todos los sistemas isoenzimaticos de los tejidos
e incluyen enzimas proteoliticas e inhibidoras que digieren, desnaturalizan 6 inactivan
las enzimas, modificando y alterando los patrones. Asi, se requieren de técnicas lo
suficientemente sensitivas para detectar los diminutos niveles de la actividad enzimatica
en los geles.

La evidencia genética molecular puede ser utilizada para definir poblaciones &
grupos reproductivamente aislados. Los marcadores geneticos moleculares parecen no

ser afectados por la seleccién natural, de manera que las diferencias geograficas en las
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frecuencias genéticas pueden interpretarse en términos del flujo y la deriva génica. El
analisis de las distribuciones geograficas de los marcadores pueden revelar las
dispersiones, los niveles de equilibrio de la migracion (flujo génico) v el aislamiento. A
través de estos marcadores, considerados neutrales, se puede evidenciar |a
divergencia genetica entre las poblaciones, pero ofrecen poca informacion directa
respecto a la falta de las diferencias genéticas adaptativas (Waples, 1995).

El analisis del marcador molecular ADNmt COl, a nivel loci individual, reveld gue
existe una significativa particion de la variabilidad total en las frecuencias alélicas de las
poblaciones, pudiéndose evidenciar cuatro clados bien definidos.

Los patrones de flujo genético entre las poblaciones de Acartia californiensis aqui
estudiadas inferidos de las descripciones de la estructura geneética poblacional por
diversos métodos estadisticos como la diversidad nucleoitica, el analisis jerarquico de
variacion molecular por AMOVA vy la reconstruccion de arboles genéticos, hace que,
examinando el nivel de variabilidad de la secuencia del ADNmt, que se asume es
selectivamente neutral, la presencia de diferencias significativas en el maquillaje
genetico de poblaciones coespecificas puede ser considerado como resultado de un
limitado intercambio entre ellas. Para las dos poblaciones localizadas en el extremo
norte (Yaquina Bay, Oregon, y San Francisco Bay, California; Nem = 0.011) y la mas
surefia (Ensenada de La Paz, Baja California Sur; Nemm = 0.009) de la distribucion
zoogeografica, el flujo genetico resultd altamente restringido debido al infrecuente
intercambio entre estos cuerpos de agua costeros donde se encuentran; pero resulté
alto entre el resto de las poblaciones localizadas al sur de California-centro de Baja

California (Nem = 1.905), lo que las hace genéticamente homogéneas.
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No obstante la falta de registros fosiles para establecer de manera directa un
reloj molecular relevante para las poblaciones de Acartia californiensis, Knowlton et al.
(1993) ofrecen datos recientes sobre el gen COl para otros crustaceos revelan
estimaciones de 2.2-2.6% de divergencia por millon de afos (MA). A tal tasa de
evolucion de la secuencia, de manera conservadora (2.4%), usando el paquete MEGA
(Kumar et af., 1999) la fecha aproximada para |a separacion entre los clados Yaquina
Bay y San Francisco Bay es del orden de los 5.8 MA, mientras que entre los clados sur
de California-centro Vde Baja California y Ensenada de La Paz es de unos 4 MA.

La variabilidad genética es fundamental para la supervivencia de las especies a
largo plazo e importante en la adaptabilidad a los cambios ambientales. Acartia
californiensis posee un ciclo de vida que incluye la produccion de huevos diapausicos
bentdnicos que le permite retener formas viejas y divergentes de linajes mitocondriales
como resultado del mantenimiento y proteccidn de la seleccién en la acumulacion de
huevos en este estado.

Los huevos diapausicos permiten retardar el desarrollo embrioldgico y
acumularse en los sedimentos en espera de condiciones ambientales mas favorables.
La importancia de la diversidad genética almacenada en reservorios de huevos
diapausicos (bancos de huevos), para diversas especies de organismos
zooplancténicos ha sido discutida en detalle por Hairston y De Stasio (1988) y Marcus
et al. (1994). Este almacén de diversidad genética resulta en una poblacién de tamano
grande y efectiva, que consecuentemente permite mantener la diversidad genetica a
niveles altos (Avise et al., 1988).

Existen dos decisiones fundamentales a las que se enfrentan los organismos en

el reparto de la historia de vida: (1) como aportar los recursos que se invierten en |a
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reproduccion entre el tamaio de la descendencia y el nimero de descendientes, y (2)
cuanto recurso invertir en la reproduccién comun contra cuanto ahorrar para la
supervivencia futura y la reproduccion.

La genética poblacional, mas que un simple término, es el estudio de las
caracteristicas individuales y no de grupos 6 conjunto de individuos. Es imposible poder
predecir el destino que tendra un individuo zooplancténico, pero puede ser posible
determinar la proporcion de los individuos migrantes de una determinada region en una
escala de tiempo oceanografica.

El régimen fluido de los océanos requiere gue pensemos de forma diferente
acerca de la dinamica de las especies planctdnicas respecto a las terrestres. En primer
lugar, fas poblaciones planctdnicas son mas dificiles de delimitar, tanto numerica como
espacialmente. En segundo, el medio planctonico puede no estar caracterizado por
comunidades estables, sino por efimeros ensamblajes de poblaciones transitorias.

El concepto de poblacidn como una entidad genéticamente cohesiva y
geograficamente persistente puede no tener significado en este sistema, donde los
procesos fisicos pueden intermezclar a individuos de diferentes regiones e individuos
de una misma fuente pueden tener diferentes destinos. Por otro lado, existe evidencia
de estabilidad en la abundancia relativa de especies planctdnicas en regiones
geograficas por largos periodos de tiempo (Fager y McGowan, 1963; Ashjian y Wishner,
1993).

Aunque los organismos planctonicos pueden atravesar miles de kilometros vy
viajar en patrones de circulacién a gran escala, la estructura de la comunidad puede
mantenerse en intensos regimenes advectivos por fendémenos a mesoescala

coherentes y persistentes (Wiebe et al., 1992). Bucklin et al. (1989) encontro que la
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_adveccion jugaba un papel significativo en la distribucion de poblaciones genéticamente
distintas de Metridia pacifica a través de los filamentos costeros de la corriente de
California en escalas <10 km.

Las Corrientes con Frontera Este (CFE) tipicamente son serpenteantes
(errdticas) y de movimiento lento, lo que las hace oceanograficamente complejas y
bioldgicamente ricas. A ese tipo de corrientes pertenece la Corriente de California, que
exhibe una estructura de mesoescala persistente lo cual resulta en una significante
estructura espacial de sus propiedades biologicas (Haury et al., 1986, Pelaez y
McGowan, 1986, y Strub et al., 1991).

Por largo tiempo se han debatido cuestiones acerca de la importancia relativa de
la adveccion y de la reproduccion in situ con la finalidad de determinar los patrones de
la abundancia zooplanctonica a gran escala presente en la Corriente de California
(Chelton et al, 1982). Debido a que muchos de los eventos de transporte en la
Corriente de California son episédicos, mas que predecibles, como el efecto del viento e
intensidad de las surgencias y el transporte oceanico via los filamentos costeros; los
movimientos y mezcla de las poblaciones planctdnicas en los campos de flujo son
dificiles de entender por medio de observaciones directas. Los patrones en la
dispersion (transporte y mezcla) y supervivencia del plancton pueden inferirse a partir
del estudio de la estructura genética poblacional de las especies a todo lo largo de su
rango de distribucion geografica.

De acuerdo a US-GLOBEC (1994), el Sistema de la Corriente de California
(SCC) abarca mas de 26 grados de latitud norte a lo largo de la costa este del Oceano
Pacifico y se ha dividido en cuatro regiones (Fig. 5.1), cada una separada por fronteras

fisicas y/o bioldgicas mas 6 menos distintas (Parrish et al., 1981). De norte a sur existe:
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. Regidn | (50° - 43° N) que se extiende de la Isla de Vancouver, al sur de Columbia
Britanica, Canada, hacia el sur de la vecindad de Cabo Blanco, Oregon a Cabo
Mendocino, California; Region 1l (35°- 43° N) que incluye la parte norte y central de
California, de Cabo Mendocino a Punta Concepcion; Region Il1 (30° - 35° N)
correspondiente al sur de la Bahia del Sur de California a Punta Baja, Baja California,
México y regiones de mar abierto; y Region |V (sur de los 30° - 23° N) de Punta Baja,
Baja California a Cabo San Lucas, Baja California Sur, Cada una de las regiones se
caracteriza por presentar diferencias en el efecto del viento, intensidad de las
surgencias costeras, morfologia costera, entradas de agua dulce, procesos de
adveccion a gran escala y nivel de la actividad a mesoescaia. Aunque las fronteras
pueden ser identificadas por caracteristicas geograficas, algunas pueden ser un tanto
difusas, responder a conocidos cambios en los eventos interanuales como El Nifo-
Oscilacién del Sur (ENOS) ¢ presentar variaciones climaticas de largo plazo. En
algunos casos, estas mismas fronteras, incluso regiones enteras, pueden separar
provincias biologicas.

El SCC tiene tres principales corrientes: la Corriente de California que se dirige al
ecuador, vy la Corriente de Davidson y la Corriente Subsuperficiai, que se dirigen al
norte.

Respecto al promedio de la aitura dinamica a largo plazo (Fig. 5.2), la Corriente
de California es lenta y con un flujo hacia el ecuador que se extiende al sur partiendo
del flujo trans-Pacifico del viento de deriva oeste. La Corriente Subsuperficial corre a io
largo de la pendiente continental (Huyer, 1983; Chelton, 1984, Hickey, 1979, 1989). La
Corriente de Davidson es el flujo hacia el norte, préximo a la costa, que se extiende a 1a

superficie de octubre a febrero.
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Estas corrientes y otras caracteristicas transitorias del SCC se identifican por
propiedades Unicas de las masas de agua presentes (Hickey, 1979). El agua de la
Corriente de California es fria, reciente, y con un alto contenido de nutrientes y oxigeno
disuelto. La Corriente Subsuperficial, que parte de las regiones ecuatoriales y que se
dirige al norte transporta agua con temperatura, salinidad y nutrientes relativamente
altos, y bajo oxigeno disuelto. El agua Subtropical del oeste y la Pacifico-Ecuatorial del
sur son mas calidas y contienen menos nutrientes y oxigeno disuelto. Los chorros y
meandros presentes en la Regién Il estan asociados a agua de surgencias
generalmente frias, saladas, ricas en nutrientes y pobres en oxigeno (Huyer et al,
1991).

Para la determinacion de la abundancia poblacional de los organismos
planctonicos en el océano, la dispersién por los procesos advectivos puede ser
relativamente mas importante que la reproduccion in situ y la mortalidad.

Con el propdsito de entender las causas y naturaleza de las fluctuaciones
poblacionales en las especies planctonicas marinas, se considera que los principales
protagonistas son los patrones de circulacion oceanica y los procesos de mazcla. Los
patrones de la produccion secundaria en el océano pueden estar principalmente
gobernados por los procesos de dispersion dirigidos por la circulacion oceanica. Para
poder entender y predecir esos patrones, tanto espacial como temporalmente, es
necesario entender las relaciones entre circulacion, dispersion y reproduccion.

Como se ha visto, la Region | experimenta las tormentas invernales mas fuertes
con moderadas surgencias en verano, mientras que Ia Region Il tormentas de invierno
menos intensas. Vientos seguidos de una ‘transicion de primavera’ favorecen las

surgencias, siendo las mas fuertes en la Region Il (Huyer et al., 1979; Strub y James,
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zooplancton no puede reproducirse?; ;tienen algunos sistemas planctonicos celdas de
recirculacion tal que, en escala espacial y temporal, se recicle la produccion bioldgica y
se mantenga una poblacidn genéticamente distinta?; ;son las especies planctonicas
genéticamente cohesivas ¢ estan fraccionadas por la formacion de razas geograficas 6
subespecies? Todas estas interrogantes se centran en un fendomeno ecoldgico: la
dispersién.

En el zooplancton marino la dispersion se puede inferir a partir de la estructura
genética poblacional de las especies, por medio de analisis estadisticos desarrollados
para el estudio de la teoria genética (Wright, 1969). Para realizar esto, es necesario
determinar las frecuencias de los rasgos individuales de las poblaciones geograficas de
las especies y analizarse por métodos estadisticos apropiados. Durante muchos afios el
uso de las caracteristicas genéticas para examinar la estructura poblacional y los
patrones del flujo genético ha sido una area de intensa investigacion (Avise, 1974;
Wilson et al, 1985). Los métodos genéticos pueden ayudar a resolver preguntas
planteadas desde hace mucho tiempo sobre la dispersion del zooplancton en el océano.
Las caracteristicas genéticas tienen la ventaja de que no son dificiles de identificar en
individuos 6 linajes, y los métodos genéticos poblacionales aportan conclusiones
estadisticas, mas que deterministicas, sobre la dindmica de las poblaciones
zooplancténicas en el océano.

La subdivision entre las poblaciones de una especie incrementa el potencial para
la diferenciacion genética debidoe a la seleccion 6 la deriva. Acartia californiensis tiene el
potencial para la dispersidn a gran distancia por medio de los huevos en estado de
reposo {diapausicos), que parece ser el vector de conexion. De acuerdo a Bucklin et al.

(1989), la relacidon entre las estructuras bioldgica y fisica pueden aportar valiosa
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_informacion respecto a la contribucion de la dinamica del océano a la variabilidad
biolégica de los organismos. Trinast (1975) afirma que los sistemas de corrientes
ejercen una fuerte influencia en la retencion, translocacion y dispersion de poblaciones,
y que la conservacion de Acartia n. sp. (A. californiensis) puede parcialmente explicarse
por la tendencia a congregarse en el fondo durante el refiujo mareal, yéndose a los
sistemas de giros; sin embargo, es probable que no todos los huevos en diapausia sean
retenidos y una gran parte de ellos salgan a mar abierto, y bajo esta condicién,
enfrentarse, y como ya se explico, a la compleja dinamica ejercida por el SCC. Por otro
lado, algunas caracteristicas de especies que viven en habitats separados, tales como
aguas con diferentes grados de salinidad, producen una alta verosimilitud en la
divergencia evolutiva (Carvahlo, 1993).

En particular y de acuerdo al analisis de la dinamica oceanica, es altamente
probable que la persistencia del clado localizado al sur de California-centro de Baja
California, abarcando las poblaciones de Marina del Rey, Sunset Beach Marina, Mission
Bay, Estero Punta Banda y Laguna de Guerrro Negro, sea fundamentalmente
mantenido por el efecto de las surgencias, haciendo que la componente verticai
resuitante favorezca la resuspension y la homogenizacion de los huevos diapausicos
que son inyectados de los cuerpos costeros al mar.

Los clados conformados coinciden con las caracteristicas oceanograficas como
son corrientes e isotermas para el Pacifico Nororiental. Al comparar las subdivisiones
biogeograficas sefialadas por Veimej (1980), Escobar y Arenilas (1988) y Corréa
(2002), coinciden bastante con las provincias Oregoniana (de aguas templado-frias),
Californiana (de aguas templado-calidas), Mexicana (de aguas subtropicales) y la Zona

de Transicién entre la Californiana y la Mexicana (Fig. 5.3). Sin embargo, es necesario
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_tener en consideracién que tales secuencias del gene COIl no son afectadas por el
medio ambiente; es decir, son mutaciones al azar.

Las regiones de surgencias a lo largo de la costa oriental de norteamérica, desde
México hasta Alaska, estan entre las regiones bioldégicamente mas productivas del
oceéano (Brown et al., 1989). Durante la mayor parte del afo fuertes vientos del norte y
noroestes, que junto con la rotacién de la tierra, inducen el transporte hacia fuera de la
costa de agua costera superficial, produciendo que surga agua fria y altamente nutritiva
del fondo para reemplazar el agua superficial (Lalli y Parsons, 1993).

Utilizando un indice aproximado de surgencias (Bakun, 1973), derivado de datos
de la componente del efecto del viento a lo largo de la costa sobre la superficie del mar
(Ta) convertido en transporte de Ekman fuera de la costa (presion atmosférica
superficial) y expresados en metros cubicos (toneladas métricas) por segundo por metro
de costa (100 m de linea de costa) [Ta = ?Ty — BTx ; donde Ty es la componente del
efecto hacia el norte, Tx hacia el este, ? es el cost, B el send], se ha determinado que
el maximo se presenta en primavera-verano y propagandose hacia el norte; donde las
surgencias mas intensas ocurren cerca de los 30 - 39° N: las costas central y sur de
California (Fig. 5.4) [Dorman y Palmer, 1981], coincidiendo con el clado aqui definido
como sur de California-centro de Baja California. Al norte de los 36°, en invierno, el
viento cambia hacia el sur, resultando en un transporte de Ekman superficial costero y
una convergencia. Cerca de los 50° N. los vientos tienden a favorecer ias surgencias
por un periodo de 1 a 3 meses. Al sur de los 36° N, durante todo el afo, los vientos

favorecen la presencia de las surgencias, pero en invierno los vientos del norte las

debilitan considerablemente (Dorman y Palmer, 1981).
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L.a evolucion de cualquier caracter bajo seleccion natural estd mediado a traves
de su impacto sobre la historia de vida. Asi, el reto central de la biologia es el de
entender el efecto de cada rasgo que posee el organismo {molecular, de desarrollo,
fisiologico, morfolégico 6 de comportamiento) sobre la supervivencia y la reproduccion
en el medio ambiento donde vive (Hairston y Bohonak, 1898).

Todos los medios ambientes varian temporalmente y muchos se hacen limitantes
para el crecimiento, reproduccion 6 la supervivencia. Una menera que los copepodos
pueden evitar estos periodos criticos, como Acartia californiensis, es de entrar en
diapausia; un estado de retraso en el desarrollo que es mediado neurchormonalmente
(Tauber et al., 1986) y que conduce a una significante reduccion de la tasa de
crecimiento poblacional potencial debido al alargamiento del tiempo generacional. Asi,
la diapausia debe tener importantes consecuencias en la aptitud, haciendo que exista
seleccion natural para la optimizacion del tiempo y la duracion (Hairston y Bohonak,
1998).

Una vez que el copépodo entra en estado de diapausia, ¢cuanto tiempo
permanece en este estado? Dependiendo de la especie 6 del habitat, 6 de ambos, el
rango maximo de edad puede ser de 2 a 300 afios, y el promedio puede ir de un ano a
50-70 afos (Marcus et al., 1994; Hairston et al., 1995; Hairston, 18986).

El nimero de huevos diapausicos en los sedimentos (‘bancos de huevos'), en el
caso de copépodos centropagidos son impresionantes. Las densidades tipicas de
huevos en medios ambientes marinos y cuerpos costeros varian entre 10% y 10°% m
(Hairston, 1996).

Asi, una diapausia prolongada reduce la variabilidad de la aptitud, proveyendo un

mecanismo para promediar temporalmente el medio ambiente. En contraste, la
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_dispersion reduce la variabilidad de la aptitud promediando espacialmente el medio
ambiente. Tedricamente, se ha sugerido que cuando la probabilidad de dispersion es
alta, es menos probable gue se de una diapausia prolongada (Levin et al., 1984; Cohen
y Levin, 1985).

De acuerdo a Maltagliati (1998) los estudios sobre los patrones de la distribucion
geografica de los genotipos y de las modalidades del flujo genético son necasarios para
determinar la estructura genética de una especie. La distribucion diferencial de los
genotipos en la determinacion de la subdivision genética de una especie depende
principalmente de la interaccion entre la historia de vida y las caracteristicas del habitat.
La influencia de ambos, asi como del flujo genetico, es fundamental para determinar el
grado de la estructura poblacional que muestran las especies. El flujo genético incluye
todos los eventos que resultan de los movimientos de los genes de una poblacion a otra
(Slatkin, 1985, 1987) y juega un papel fundamental en la determinacion de la estructura
genética de las especies (Slatkin, 1987). Un extenso flujo genético puede reducir la
evolucion interdependiente de las poblaciones, peviniendo la deriva génica y la
seleccion natural del establecimiento y mantenimiento de la diferenciacion entre las
poblaciones locales. Por ofro lado, el bajo potencial del flujo genetico por lo general
determina un alto grado de diferenciacion entre las poblaciones (Waples, 1987). Asi, los
niveles de flujo génico dependen tanto de las capacidades de dispersion de los
organismos & gametos relativo a las barreras geograficas, fisico-quimicas y ecologicas,
como a la migracion ¢ de la aptitud de los migrantes.

Un interesante y particular ejemplo de como diferentes marcadores genéticos en
algunas ocasiones revelan cuadros contradictorios del comportamiento def flujo

genético entre las poblaciones es el del ostién americano Crassostrea virginica del
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. Golfo de México y costas sudorientales de Estados Unidos (Buroker, 1983; Reeb y
Avise, 1990; Karl y Avise, 1992). Esto sefiala la necesidad de tener cuidado en las
inferencias que se hacen respecto a la estructura genética y el flujo genético a partir de

un sélo gene 6 una clase de marcador de loci.

V.2. Conclusiones

1. Los analisis genéticos ensayados para investigar la estructura genética del
copépodo calanoide Acartia californiensis mostraron resultados contrastantes.

2. El andlisis alozimatico no presenta una clara estructura genética de las
poblaciones de Acartia californiensis en la costa nororiental del Pacifico.

3. Se considera que el polimorfismo alozimatico para el Unico locus revelado,
PGI-1, pudiera favorecer la seleccion natural de Acartia californiensis como
respuesta a la variabilidad imperante de factores ambientales en los cuerpos
de agua costeros como la salinidad.

4. Se encontrd una clara diferenciacion en la estructura genética poblacional por
la secuenciacion del fragmento del gene ADN mitocondrial citocromo-oxidasa
¢ subunidad |, pudiéndose caracterizar cuatro clados bien definidos a lo largo
de su distribucion zoogeografica.

5. El flujo génico resultd significativo sdlo en el clado aqui definido como sur de
California-centro de Baja California.

6. Es probable que la componente espacio-vertical —surgencias- sea el principal

factor que mantiene la resuspension y homogenizacion de la carga genetica




contenida en los huevos en estado diapausico {(vector de flujo genético),
fundamentaimente en el clado sur de California-centro de Baja California.

7. Es probable que la componente espacio-horizontal ~Sistema de la Corriente
de California y corrientes mareales- promueva el transporte oceanico de los
huevos diapausicos hacia el norte y al sur, asi como en el flujo y reflujo

mareal de los cuerpos de agua costeros donde se presentan las poblaciones.

V.3. Recomendaciones

1.

Realizar una investigacién encaminada a un segundo analisis molecular utilizando el
mismo marcador ADNmt COIl so6lo en las poblaciones de Yaquina Bay y San
Francisco Bay utilizando, organismos adultos de Acartia californiensis identificados y
separados por investigadores colegas con la practica de haber 6 estar trabajando
con esta especie (Charlie Miller de Oregon State University, Bill Petersen del Hatfield
Marine Science Institute y Steve Bollens del Tomberg Tiburon Center).

Con organismos vivos de estos dos lugares y trasladados al laboratorio, llevar a
cabo experimentos de intercruza. De ser posible incluir una de las poblaciones del
clado sur de California (Mission Bay 6 Estero Punta Banda).

Es conveniente conducir de manera combinada experimentos de sobrevivencia y
ensayos biogquimicos para investigar la posible seleccion de actividades enzimaticas
de los genotipos de PGl mas frecuentes en relacion a gradientes de salinidad (p.ej.
25, 30, 35%0 y temperatura (p.ej. 12, 21, 30°C), hasta la segunda generacion filial
(P, F1, F2) y durante diferentes epocas del afio (p.e]. enero, mayo, septiembre). Para
su evaluacion se puede usar el modelo estadistico de cuadros greco-latinos (p.ej.

3x3), de ser posible con dos 0 tres repeticiones.
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4. Seria interesante explorar el analisis alozimatico con electroforesis en acetato de
celuiosa, que tiene las siguientes ventajas: puede dar una resolucion igual 6 superior
al de poliacritamida; cada muestra corre en unos 10 min, por lo se pueden procesar

una mayor cantidad; puede trabajar con cantidades de 0.5-2 ul de extracto

(individuos de tamario < 0.5 mm).
5. De ser necesario, hacer una diagnosis morfolégica y morfométrica de especimenes

adultos se ambos sexos colectados de las diferentes poblaciones.
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